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Abkürzungsverzeichnis 
ALTS Arbeitskreis der auf dem Gebiet der Lebensmittelhygiene und der 
Lebensmittel tierischer Herkunft tätigen Sachverständigen 
AU willkürliche Einheit, arbitrary units  
aw-Wert Wasseraktivitätwert 
BVDV Bovine Virusdiarrhoe Virus 
CRFK Crandell Reese Feline Kidney 
DHL-Agar Desoxycholat-Hydrogen-Sulfide-Lactose-Agar 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dsDNA Doppelstrang-Desoxyribonukleinsäure, double stranded deoxyribonucleic 
acid 
dsRNA Doppelstrang-RNA 
ECHO-Virus Entero Cythopathogenic Human Orphan Virus 
E. coli Escherichia coli 
FCV felines Calicivirus 
FHV felines Herpesvirus 
FLI Friedrich-Loeffler-Institut 
FV3 Froschvirus 3 
g Fallbeschleunigung 
GC-MS Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung,  
gas chromatography-mass spectrometry  
H Hämagglutinin 
H1N1 Influenzavirus H1N1 
hNV humanes Norovirus 
HSV Herpes simplex-Virus 
HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie,  
high performance liquid chromatography 
ICHV Infektiöses canines Hepatitisvirus 
IFN Interferon 
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 III 
Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 
K. Kocuria 
KbE Koloniebildende Einheiten 
KSP Klassische Schweinepest 
LAB Milchsäurebakterien, lactic acid bacteria 
Lb. Lactobacillus 
MALDI-TOF MS Matrix assisted laser desorption and ionisation time of flight mass 
spectrometry 
MDCK Madin-Darby Canine Kidney Zelllinie 
MKS Maul- und Klauenseuche 
MNV murines Norovirus 
MRS de Man Rogosa und Sharpe 
MS2-Bacteriophagen male-specific bacteriophage 2 
MSA-Agar Mannit-Kochsalz-Agar 
NDV Newcastle Disease Virus 
NoV Norovirus 
p Signifikanzwert 
P. Pediococcus 
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung, phosphate-buffered saline 
PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion 
PES Polyethersulfon 
PPV porcines Picornavirus 
RNA Ribonukleinsäure 
S. Staphylococcus 
SARS Schweres Akutes Respiratorisches Atemwegssyndrom, Severe Acute 
Respiratory Syndrome  
spp. Subspezies 
ssRNA Einzelstrang Ribonukleinsäure, single stranded ribonucleic acid  
TCID50 Tissue Culture Infectious Dose 50 
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1 Einleitung 
Der Verzehr von rohen oder unzureichend erhitzten Lebensmitteln stellt ein erhöhtes Risiko dar, 
sich mit viralen Erregern zu infizieren (RZEZUTKA und COOK 2004). Ein Beispiel hierfür war der 
bisher größte bekannte, durch Lebensmittel verursachte Ausbruch in Deutschland im Herbst 2012. 
Nach dem Verzehr Norovirus-kontaminierter Erdbeeren erkrankten rund 11.000 Personen (RKI 
2012). Als weitere Risikoprodukte werden häufig grüner Salat, Himbeeren, 
Beerenobstmischungen, Frühlingszwiebeln, Muscheln, halbgetrocknete Tomaten, fäkal 
verunreinigtes Trinkwasser, Backwaren und Rohwürste genannt. 
Bei Rohwürsten gehören aus mikrobiologischer Sicht vor allem kurzgereifte Sorten zu 
Risikoprodukten. Um eine gleichbleibend hohe Qualität der Produkte zu gewährleisten, ist die 
Verwendung von Starterkulturen unerlässlich. Als sogenannte Schutzkulturen sollen sie 
gleichzeitig die Vermehrung unerwünschter bakterieller Pathogene unterbinden. Wünschenswert 
wäre auch eine gezielte Inaktivierung viraler Erreger (z. B. Noroviren, Influenzaviren).  
Für langgereifte Rohwurstprodukte ist bekannt, dass eine längere Reifedauer (56 Tage, 22 °C) 
einen entscheidenden Beitrag zur Virusinaktivierung (3,1 log-Stufen Reduktion) des humanen 
Norovirus-Surrogates felines Calicivirus leistet (HEINZE 2010; ALBERT et al. 2012). Des Weiteren 
beobachteten STRAUBE (2009) und STRAUBE et al. (2010), dass Geflügelinfluenzaviren in 
kurzgereiften Rohwurstprodukten eine relativ geringe Stabilität aufweisen und innerhalb der ersten 
drei (H3N8) bis sieben (H5N6) Reifetage bei einer Temperatur von 22 °C inaktiviert werden. Es 
fehlen bislang aber Daten, ob durch die Verwendung von rohwurstrelevanten Starter- und 
Schutzkulturen eine Virusinaktivierung von Noro- und Influenzaviren in Rohwürsten erzielt werden 
kann. Da kurzgereifte Rohwürste innerhalb weniger Tage an den Verbraucher abgegeben werden, 
wäre die gezielte Anwendung antiviral wirksamer Mikroorganismen für die 
Lebensmittelunternehmer eine kostengünstige und praktikable Maßnahme, um die 
Produktsicherheit weiter zu verbessern und im Sinne des gesundheitlichen Verbraucherschutzes 
wettbewerbsfähig zu bleiben. Demnach war es das Ziel dieser Arbeit, das antivirale Potential 
ausgewählter Starter- und Schutzkulturen sowie ihrer Metabolite (Bacteriocine, Milchsäure) 
gegenüber Noro- und Influenza-Viren sowohl in-vitro als auch in kurzgereifter Rohwurst 
einzuschätzen. 
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2 Literaturübersicht 
2.1 Lebensmittelassoziierte Viren 
Nach KOOPMANS und DUIZER (2004) werden lebensmittelassoziierte Viren auch als „foodborne 
viruses“ bezeichnet. Diese besitzen ein DNA- oder RNA-Genom, sind entweder behüllt oder 
unbehüllt (Tabelle 1) und variieren in der Art und Weise, wie sie in das Lebensmittel eingetragen 
werden (JOHNE und ALBERT 2013). Viren können sich im Gegensatz zu Bakterien nicht in 
Lebensmitteln vermehren. Problematisch ist daher einerseits, dass viruskontaminierte 
Lebensmittel sensorisch unverändert sind, andererseits fehlen für viele Viren routinetaugliche 
Nachweismethoden im Lebensmittelbereich (z. B. PCR, Zellkultur). 
Tabelle 1:  Einteilung lebensmittelassoziierter Viren und deren Morphologie 
  (modifiziert nach JOHNE und ALBERT 2013) 
Virus Morphologie 
Adenovirus dsDNA, unbehüllt 
Aichivirus ssRNA, unbehüllt 
Astrovirus ssRNA, unbehüllt 
Coxsackievirus ssRNA, unbehüllt 
ECHO-Virus ssRNA, unbehüllt 
Enterovirus ssRNA, unbehüllt 
Hepatits A-Virus ssRNA, unbehüllt 
Hepatitis E-Virus ssRNA, unbehüllt 
Influenzavirus H5N1 ssRNA, behüllt 
Nipah Virus ssRNA, behüllt 
Norovirus ssRNA, unbehüllt 
Parechovirus ssRNA, unbehüllt 
Poliovirus ssRNA, unbehüllt 
Rotavirus dsRNA, unbehüllt 
Sapovirus ssRNA, unbehüllt 
SARS Virus ssRNA, behüllt 
Tick-borne encephalitis Virus  ssRNA, behüllt 
dsDNA: Doppelstrang-DNA, dsRNA: Doppelstrang-RNA, 
ssRNA: Einzelstrang-RNA, SARS: Schweres Akutes Respiratorisches 
Atemwegssyndrom, ECHO-Virus: Entero Cythopathogenic Human Orphan Virus  
 
Die vom Robert Koch-Institut für das Jahr 2013 veröffentlichten Fallzahlen zeigen, dass 136.835 
Magen-Darm-Erkrankungen durch Viren, aber nur 100.202 Erkrankungsfälle durch bakterielle und 
parasitäre Erreger in Deutschland verursacht wurden (Abbildung 1). Mit 88.702 Erkrankungsfällen 
waren Noroviren die häufigste Ursache (RKI 2014). Schätzungen zufolge sind 12 bis 16 % aller 
Noroviruserkrankungen in Europa lebensmittelassoziiert (BECKER 2010). In Deutschland wurden 
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im Jahr 2012 16 lebensmittelbedingte Norovirusausbrüche, u. a. nach Verzehr von kontaminierten 
Erdbeeren, Karottensalat und Fertiggerichten, registriert (BfR 2013). 
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Abbildung 1: Anzahl in Deutschland gemeldeter Magen-Darmerkrankungen und Ursachen 
für das Jahr 2013 (RKI 2014) 
Neben Noroviruserkrankungen haben in den letzten Jahren auch Hepatitis-A- und E-Infektionen in 
Deutschland an Bedeutung gewonnen (776 bzw. 442 Erkrankungsfälle im Jahr 2013; RKI 2014). 
Vor allem nicht-reiseassoziierte Hepatitis-E-Fälle nehmen in Deutschland stetig zu. Diese 
autochthonen Erkrankungen werden mit dem Verzehr von rohem oder unzureichend erhitzten 
Fleisch und Innereien von Wildschweinen in Verbindung gebracht (WICHMANN et al. 2008). In 
Frankreich beschriebene Hepatitis-E-Erkrankungen traten nach dem Verzehr von Figatellu, einer 
auf Korsika traditionell hergestellten Rohwurst mit Schweineleberanteil, auf (COLSON et al. 2010). 
Grüner Salat, Erdbeeren, Beerenmischungen, Frühlingszwiebeln, Muscheln und halbgetrocknete 
Tomaten waren dagegen Infektionsquellen lebensmittelbedingter Hepatitis-A-Erkrankungen 
(ROSENBLUM et al. 1990; HUTIN et al. 1999; WHEELER et al. 2005; GUILLOIS-BÉCEL et al. 
2009; PETRIGNANI et al. 2010; GILLESPIE 2013). Fäkal verunreinigtes Trinkwasser stellt 
ebenfalls eine bedeutende Quelle für Hepatitis-A- und E-Infektionen dar (ARORA et al. 2013).  
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2.2 Charakteristika humaner Noro- und Influenzaviren 
Die bekanntesten Vertreter der Virusfamilien Caliciviridae und Orthomyxoviridae sind die humanen 
Noro- und Influenza-A-Viren.  
Die Familie Caliciviridae unterteilt sich in die Genera Noro-, Vesi-, Lago-, Sapo- und Nebovirus 
sowie in die drei neu entdeckten und vorgeschlagenen Gattungen Chicken-Calici-, Valo- und 
Recovirus (SMITS et al. 2012). Des Weiteren werden Noroviren in fünf Genogruppen untergliedert, 
von denen die humanen Noroviren (hNV) derzeit in die Genogruppen I, II und IV klassifiziert 
werden. Zur Genogruppe II, III und V zählen die Noroviren der Schweine, Rinder und Mäuse 
(ZHENG et al. 2006). Genogruppe IV konnte ebenso bei Hunden und Löwen nachgewiesen 
werden (MARTELLA et al. 2008). 
In die Familie Orthomyxoviridae werden die Influenzavirus-Genera A, B und C, das Genus 
Thogotovirus (Vertreter: Thogoto- und Dhoriviren), das Genus Isavirus (Virus der infektiösen 
Lachsanämie) und das Genus Quaranjavirus (Johnston Atoll- und Quaranfil Virus) eingeordnet 
(ICTV 2013). 
In Tabelle 2 wird der Aufbau beider Vertreter näher dargestellt. 
Tabelle 2: Aufbau der humanen Noro- und Influenza-A-Viren 
Merkmale humanes Norovirus humanes Influenza-A-Virus Quellen 
Hülle - unbehüllt - behüllt 
- Verankerung von 
Oberflächenproteinen: 
 Hämagglutinin (Trimer) 
 Neuraminidase (Tetramer) 
 Matrixprotein M2 (Tetramer) 
- Innenseite mit Matrixprotein M1 
ausgekleidet 
1-3 
Gestalt - „membranloses“ sphärisch-
ikosaedrisches Kapsid aus 
90 Dimeren (VP1) mit 
seitlichen kelchartigen 
Einziehung 
 
- pleomorph 
- sphärische Form am häufigsten 
 
Morphologie 
Größe - 30-34 nm - 120 nm 
3-4 
Genom  - einzelsträngige RNA mit 
Plusstrangorientierung 
- einzelsträngige RNA mit 
Negativstrangorientierung 
3 
1: PINTO et al. 1992; 2: NAYAK et al. 2004; 3: MODROW et al. 2010; 
4: BOURMAKINA und GARCÍA-SASTRE 2003; Abbildungen modifiziert nach MODROW et al. 2010 
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Ob Noroviren eine Zoonose im Sinne einer Übertragung vom Tier auf den Menschen darstellen, ist 
bis dato nicht geklärt. Da Noroviren von Mensch und Tier eine enge genetische Verwandtschaft 
aufweisen, ist zu vermuten, dass Tiere eine Rolle als Reservoir für hNV spielen können (VAN DER 
POEL et al. 2000; FARKAS et al. 2008). Bekräftigt wird diese These durch die Studie von 
MATTISON et al. (2007), in der hNV aus Fäzes von Schweinen und Rindern isoliert wurden. 
Ebenso konnten WIDDOWSON et al. (2005) Antikörper gegen Noroviren der Genogruppe III beim 
Menschen nachweisen.  
Die Übertragung von Noroviren (Abbildung 2) verläuft häufig über den Kontakt mit infizierten 
Personen (SMITH et al. 2012). 
 
Abbildung 2: Übertragungswege humaner Noroviren 
Neben dem fäkal-oralen Übertragungsweg ist der Kontakt mit virushaltigem Erbrochenen oder 
dessen Aerosol bedeutend. Die indirekte Übertragung dieser enterischen Viren erfolgt über 
Vektoren, wie Nahrungsmittel und Wasser sowie über kontaminierte Oberflächen (CLIVER 1997; 
UCHINO et al. 2006; CHAPMAN et al. 2011; GIBSON et al. 2012; SMITH et al. 2012; OHE 2013). 
Ein häufiger Grund für eine Lebensmittelkontamination ist eine mangelnde Basishygiene (z. B. 
unzureichendes Händereinigen nach der Toilettennutzung) symptomatischer beziehungsweise 
asymptomatischer Norovirus-Ausscheider (DANIELS et al. 2000; BARRABEIG et al. 2010; 
CHAPMAN et al. 2011; OHE 2013). Mitarbeiter lebensmittelverarbeitender Betriebe dürfen nach 
§ 42 des Infektionsschutzgesetzes bei Verdacht auf oder der Erkrankung an einer infektiösen 
Gastroenteritis nicht arbeiten. Darüber hinaus besteht nach § 7 des Infektionsschutzgesetzes eine 
Meldepflicht von Noroviren bei direktem Nachweis aus der Stuhlprobe (ANONYMUS 2000). 
Vor allem rohe oder unzureichend erhitzte beziehungsweise nach der Zubereitung rekontaminierte 
Produkte waren bisher Auslöser von lebensmittelbedingten Norovirusinfektionen (Tabelle 3). 
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Tabelle 3:  Ausgewählte Erkrankungsausbrüche nach Verzehr von Norovirus-kontaminierten 
  Lebensmitteln 
Lebensmittel Quelle 
Backwaren KURITSKY et al. 1984; FRIEDMAN et al. 2005 
Himbeeren FALKENHORST et al. 2005; SARVIKIVI et al. 2012 
Krautsalat / grüner Blattsalat VIVANCOS et al. 2009; ETHELBERG et al. 2010 
Schalentiere LE GUYADER et al. 2010; SMITH et al. 2012 
Erdbeeren RKI 2012 
Fleischerzeugnisse MALEK et al. 2009 
 
Aufgrund der ausgeprägten Umweltresistenz und der niedrigen infektiösen Dosis ist ein gehäuftes 
Auftreten von Norovirusfällen in Gemeinschaftsversorgungen wie Kindertagesstätten, 
Kreuzfahrtschiffen, Kasernen, Seniorenheimen und Krankenhäusern zu beobachten (GALLIMORE 
et al. 2004; UCHINO et al 2006; WADL et al. 2010; CHAPMAN et al. 2011; WIKSWO et al. 2011; 
AHMED et al. 2012; GIBSON et al. 2012; KINGSLEY et al. 2012; THOUILLOT et al. 2012; ZHOU 
et al 2012; LAI et al. 2013; OHE 2013). 
In Tabelle 4 sind die wichtigsten klinischen Eckdaten einer Erkrankung durch humane Noro- und 
Influenza-A-Viren gegenübergestellt.  
Tabelle 4: Klinische Eckdaten der Erkrankung an Noro- und Influenza-A Viren 
Merkmale humanes Norovirus humanes Influenza-A-Virus Quellen 
minimale Infektionsdosis - 10-100 Viruspartikel - 1-320 Viruspartikel 1-2 
Inkubationszeit - 1-2 Tage - 1-5 Tage 3-4 
Klinischer Verlauf 
- Übelkeit 
- schwallartiges Erbrechen 
- heftiger wässriger Durchfall 
- Bauchkrämpfe 
- Kopfschmerzen 
- leichtes Fieber 
- Dauer: maximal 3 Tage 
- plötzlicher Beginn 
- hohes Fieber 
- Husten 
- Muskel-/Kopfschmerzen 
- allgemeines Schwächegefühl 
- Appetitlosigkeit 
- Dauer: ca. 7 Tage 
4-7 
Ausscheidungsmenge - bis 10
9 Viruspartikel / g  
(Stuhl) 
- bis 108 Viruspartikel / ml 
(Nasopharyngeal-Sekret) 6, 8 
1: TELLIER 2006; 2: BARRABEIG et al. 2010; 3: KAPLAN et al. 1982; 4: KLENK 2010; 5: RUF et al. 2005; 
6: ATMAR et al. 2008; 7: WINZER et al. 2009; 8: ESPOSITO et al. 2011 
 
Im Gegensatz zu Noroviren werden Influenzaviren hauptsächlich über Sekrete durch Husten und 
Niesen (Tröpfcheninfektion) übertragen. Des Weiteren ist eine Übertragung durch Handkontakt 
und kontaminierte Oberflächen möglich. In den letzen Jahren wurde vor allem über das 
Risikopotential von aviären Influenzaviren H5N1 sowie von Influenzavirus H1N1 („Schweinegrippe-
Virus“) diskutiert. Wissenschaftliche Untersuchungen befassten sich insbesondere mit der Frage, 
ob ein Risiko besteht, sich über kontaminierte Fleischerzeugnisse mit den Erregern zu infizieren. 
Es wurde mehrfach belegt, dass Muskelfleisch von infiziertem Geflügel hochpathogene 
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Geflügelinfluenzaviren enthalten kann (MASE et al. 2005; SWAYNE und BECK 2005; 
ANTARASENA et al. 2006; HARDER et al. 2009). Durch den weltweiten Handel mit Geflügelfleisch 
und Geflügelfleischprodukten könnten kontaminierte Rohfleischerzeugnisse als Vektoren für die 
Ausbreitung des Erregers dienen (MASE et al. 2005). Im Zusammenhang mit Lebensmitteln wurde 
bisher nur von zwei Erkrankungsfällen nach dem Verzehr von Gerichten aus rohem Entenblut 
berichtet (HORBY 2005). Jedoch reichen die epidemiologischen Daten nicht aus, um hierbei auch 
eine Infektion durch direkten Kontakt mit dem infizierten Tier ausschließen zu können (EFSA 
2006a). Die Übertragung von humanen Influenza-A-Viren über den Respirationstrakt des 
Menschen auf das Lebensmittel kann eine zusätzliche Gefahrenquelle darstellen (TULADHAR et 
al. 2012b). Des Weiteren fehlen Daten über die Stabilität des Virus in Lebensmitteln. Da 
Influenzaviren durch ausreichende Hitze schnell inaktiviert werden (Kapitel 2.3, Tabelle 5), besteht 
vor allem Forschungsbedarf im Zusammenhang mit rohen Lebensmitteln. 
2.3 Inaktivierung von Noro- und Influenza-Viren in Lebensmitteln 
Noro- und Influenzaviren weisen aufgrund ihrer viralen Eigenschaften (behüllt/unbehüllt) eine 
unterschiedliche Tenazität auf. Da keine geeigneten Tier- und Zellkulturmodelle für hNV zur 
Verfügung stehen, wurden bisherige Tenazitätsstudien v. a. mit Surrogaten (Felines Calicivirus, 
Canines Calicivirus, Murines Norovirus, MS2-Bacteriophagen, Poliovirus und Tulane Virus) 
durchgeführt (SLOMKA und APPLETON 1998; DUIZER et al. 2004a, b; BAE und SCHWAB 2008; 
TAN und JIANG 2010; RICHARDS 2012). Am häufigsten wurden hierfür die felinen Caliciviren 
(FCV) und murinen Noroviren (MNV) verwendet, wobei letztere dem hNV morphologisch und 
genetisch am nächsten stehen (MÜLLER 2009).  
Allerdings werden derartige Surrogatstudien immer wieder kritisch betrachtet, da MNV und FCV 
teilweise andere Eigenschaften (Rezeptorbindung, klinisches Bild, Tenazität) als hNV aufweisen 
(RICHARDS 2012). Solange jedoch humane Noroviren nicht in Zellkultur angezüchtet werden 
können beziehungsweise deren Infektiosität nicht auf eine andere Art und Weise beurteilt werden 
kann, müssen Surrogatstudien zur Risikobewertung herangezogen werden. In Tabelle 5 sind 
ausgewählte Tenazitätsstudien mit Norovirus-Surrogaten und Influenza-A-Viren sowie 
verschiedenen Matrices dargestellt. 
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Tabelle 5: Überblick über ausgewählte Verfahren zur Inaktivierung von humanen Influenza-A-
Viren und Norovirus-Surrogaten in verschiedenen Matrices 
Virus Verfahren zur Inaktivierung Matrix 
Inaktivierung/ 
Reduktion 
[log10] 
Quellen 
Erhitzung 
61 °C; 1,5 min Hühnerfleisch ≈ 3,0 (c) THOMAS und SWAYNE 2007 
Influenzavirus 
H5N1 
70 °C; < 5 s Hühnerfleisch ≥ 5,9 (c) THOMAS et al. 2008 
Influenzavirus 
H5N2 54,4 °C; 2,6 Tage 
getrocknetes 
Hühnereiweiß 
(7,5 % Feuchtigkeit) 
7,0 (c) THOMAS und SWAYNE 2009 
Wasser 1,1 / 3,1 (a) 
63 °C; 1 min / 5 min 
Milch 1,4 / ≥ 3,5 (a) 
Wasser ≥ 3,5 (a) 
MNV-1 
72 °C; 1 min 
Milch ≥ 3,5 (a) 
HEWITT et al. 
2009 
60 °C; 2,55 min Milch (0,3 % Fett) 1,0 (a) 
60 °C; 1,97 min Milch (1,5 % Fett) 1,0 (a) MNV S 99 
60 °C; 2,52 min Milch (3,5 % Fett) 1,0 (a) 
JARKE et al. 2013 
MNV S 99 55 °C; 4,14 min Lyonerbrät 1,0 (a) 
MNV CW 1 55 °C; 30,06 min Lyonerbrät 1,0 (a) 
JARKE et al. 2014 
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Virus Verfahren zur Inaktivierung Matrix 
Inaktivierung/ 
Reduktion 
[log10] 
Quellen 
Waschen 
Leitungswasser 
(18 °C; 30 s) 
Basilikum 
Blaubeeren 
2,5 (a) 
2,6 (a) 
FCV 
Leitungswasser 
(43 °C; 30 s) 
Basilikum 
Blaubeeren 
2,9 (a) 
3,3 (a) 
BUTOT et al. 
2008 
Säuerung 
0,1 % D,L-Milchsäure 
(= pH 5,9-6,0); 7 Tage; 
4 °C / 20 °C 
PBS 0,4 / 0,9 (a) 
FCV 
0,15 % D,L-Milchsäure 
(= pH 4,4-4,6); 7 Tage; 
4 °C / 20 °C 
PBS 0,6 / 2,0 (a) 
HEINZE 2010; 
STRAUBE et al. 
2011 
Salzen/Pökeln 
FCV 
2 % NaCl; 145 ppm 
NaNO2; 7 Tage; 
4 °C / 20 °C 
PBS 0,2 / 0,9 (a) HEINZE 2010 
Influenzavirus 
H3N8 
2 % NaCl; 145 ppm 
NaNO2; 10 Tage; 
4 °C / 20 °C 
PBS 1,6 / 2,4 (c) 
STRAUBE 2009; 
STRAUBE et al. 
2010 
Hochdruck 
350 MPa; 2 min; pH 7,0; 
4 °C / 20 °C DMEM 8,1 / 4,1 (a) 
350 MPa; 2 min; 4 °C 
Eisberg-Salat 
Erdbeeren 
Erdbeerpüree 
2,4 (a) 
2,2 (a) 
2,4 (a) 
400 MPa; 2 min; 4 °C; 
pH 2,5 / 6,5 Erdbeerpüree 2,8 / 4,8 (a) 
LOU et al. 2011 
MNV-1 
300 MPa; 4 °C; 
2,5 / 5 / 10 min Erdbeerpüree 1,2 / 2,6 / 2,8 (b) 
KOVAČ et al. 
2012 
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Virus Verfahren zur Inaktivierung Matrix 
Inaktivierung/ 
Reduktion 
[log10] 
Quellen 
Fermentation 
MNV-1 20 Tage; 4 °C Dongchimi 1,5 (a) 
FCV 20 Tage; 4 °C Dongchimi 4,1 (a) 
LEE et al. 2012 
7 Tage; 7 °C / 22 °C  Teewurst 0,7 (a) 
28 Tage; 7 °C / 22 °C Teewurst 1,1 / 1,6 (a) FCV 
56 Tage; 22 °C Salami 3,1 (a) 
HEINZE 2010; 
ALBERT et al. 
2012 
3 Tage; 7 °C / 22 °C Teewurst 2,4 / 2,1 (c) 
Influenzavirus 
H5N6 
7 Tage; 7 °C / 22 °C Teewurst 3,0 / 3,6 (c) 
3 Tage; 7 °C Teewurst 2,2 (c) 
Influenzavirus 
H3N8 
7 Tage; 7 °C Teewurst 3,0 (c) 
STRAUBE 2009; 
STRAUBE et al. 
2010 
MNV: Murines Norovirus; FCV: Felines Calicivirus; PBS: Phosphatgepufferte Salzlösung;  
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium; a: Nachweis mittels Zellkultur; b: Nachweis mittels PCR; c: Nachweis in 
embryonierten Hühnereiern 
2.4 Verwendung von Starter- und Schutzkulturen in Rohwürsten 
Seit Jahrhunderten werden leicht verderbliche Lebensmittel wie Fleisch, Fisch, Milch Getreide, 
Gemüse und Früchte durch Fermentation haltbar gemacht (ANASTASIOU et al. 2007). Aktuellen 
Schätzungen zufolge sind rund ein Drittel aller verzehrten Lebensmittel fermentiert (SKLM 2010). 
Neben der Verlängerung der Haltbarkeit dient die Fermentation der Verbesserung von Textur und 
Geschmack. Hierbei spielen Bakterien, Hefen und Schimmelpilze eine entscheidende Rolle 
(NIKU-PAAVOLA et al. 1999). Während traditionell hergestellte fermentierte Lebensmittel, welche 
auf Spontanreifung oder Wiederverwendung von Teilen geeigneter Chargen („back-slopping“) 
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basieren, heutzutage kaum noch Anwendung finden, werden in der Industrie Mikroorganismen in 
Form von kommerziellen Starterkulturen verwendet (HAMMES et al. 1990; DE VUYST und LEROY 
2007). Diese dienen der natürlichen Konservierung sowie der Erhöhung der Prozesssicherheit 
während der Fermentation und ermöglichen die Herstellung standardisierter Endprodukte 
(KRÖCKEL 1998; KRÖCKEL 2010).  
Im Folgenden wird nur noch auf Rohwürste eingegangen. Diese sind gemäß den Leitsätzen des 
Deutschen Lebensmittelbuches für Fleisch und Fleischerzeugnisse (2012) in der Regel 
umgerötete, ungekühlt (> +10 °C) lagerfähige, meist roh zum Verzehr gelangende Wurstwaren, die 
streichfähig oder nach einer mit Austrocknung verbundenen Reifung schnittfest geworden sind. 
Kurzgereifte Rohwürste, z. B. frische Mettwurst und Zwiebelmettwurst, sind jedoch zum 
alsbaldigen Verzehr bestimmt. Rohwürsten darf maximal 2 % Zucker zugesetzt werden. Neben 
Gewürzen werden Starterkulturen, Ascorbinsäure und Nitritpökelsalz dem Rohwurstbrät zugefügt, 
um pathogene Mikroorganismen zu unterdrücken (Hürden-Effekt). Der Beginn der Rohwurstreifung 
ist hierbei entscheidend für die Qualität des Produktes. Luftsauerstoff wird dem Rohwurstbrät 
durch Zerkleinerung untergemischt, was zu einem erhöhten Redoxpotential führt und die 
Vermehrung von Lebensmittelpathogenen erleichtern kann. Ascorbinsäure, Zucker und eine 
schnelle Vermehrung der Reifekulturen können dem entgegenwirken. Gleichzeitig unterdrücken 
Milchsäurebakterien durch kompetitive Hemmung sowie durch Absenkung des pH-Wertes und 
teilweise durch gebildete antimikrobielle Metabolite die unerwünschten Mikroorganismen 
(LEISTNER 1985). Der Zusatz von Nitrit wirkt sich durch Bildung von Pökelfarbe und -aroma, 
Hemmung unerwünschter Mikroorganismen und antioxidative Wirkung positiv auf die 
Produktqualität aus (DEDERER 2005). Bei guter Herstellungspraxis werden pathogene Erreger 
durch ausreichende Säuerung, Reifungsflora, Abtrocknung (aw-Wert-Senkung) sowie durch 
Verwendung von Nitritpökelsalz in langgereiften, schnittfesten Rohwürsten in ihrem Wachstum 
ausreichend gehemmt. Kurzgereifte Produkte wie Zwiebelmettwurst und Teewurst, welche 
innerhalb weniger Tage an den Verbraucher abgegeben werden, stellen hingegen Risikoprodukte 
dar, da bakterielle pathogene Erreger (Listeria monocytogenes, enterohämorrhagische E. coli, 
Salmonella spp. und Staphylococcus aureus) nicht immer effektiv inaktiviert werden 
(HECHELMANN und KASPROWIAK 1990; BfR 2008; BfR 2012). Als Voraussetzung der 
Verkehrsfähigkeit unterliegen Rohprodukte Mindestkriterien für eine mikrobielle Reifung. Gemäß 
der Auffassung des ALTS sind demnach die Säuerung (pH-Wert < 5,6; D-Milchsäure 0,2 %), 
Sensorik, stabile Umrötung und eine dominierende Reifungsflora entscheidend (MAY und KLEIN 
2003; ISLAM und JÖCKEL 2005).  
Die Rohwurstreifung ist ein komplexes Geschehen, bei dem originäre Fleischenzyme und die 
eingesetzten Reifekulturen eine wichtige Rolle hinsichtlich Sicherheit, Textur-, Farb-, Geschmacks- 
und Aromabildung spielen. Dem Produzenten wird hierbei ein hohes Maß an handwerklichem 
Geschick und Erfahrungen abverlangt. Um Fehlfabrikate zu vermeiden, müssen bestimmte 
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Kriterien beachtet werden. Maßgebend sind hierfür die Rohstoffauswahl, Reifebedingungen und 
Zusatzstoffe (HECHELMANN 1985).  
In der Fleischwarenindustrie eingesetzte Mikroorganismen umfassen diverse Bakteriengruppen, 
Schimmelpilze und Hefen (Tabelle 6). 
Tabelle 6: Starter- und Schutzkulturen für Fleischerzeugnisse (nach KRÖCKEL 2010) 
sakei carnosus 
curvatus xylosus 
plantarum 
Staphylococcus 
equorum 
pentosus Kocuria varians 
Lactobacillus 
paracasei Streptomyces griseus 
pentosaceus Debaryomyces hansenii Pediococcus 
acidilactici 
Tetragenococcus halophilus 
Leuconostoc carnosum 
Penicillium nalgiovense 
 
Nach MÄYRÄ-MÄKINEN und BIGRET (1998) werden Reifekulturen in Einzelstamm-, Mehrstamm- 
(unterschiedliche Stämme einer Spezies) und Mehrstamm-Mischkulturen (unterschiedliche 
Stämme aus unterschiedlichen Spezies) unterteilt. Zur Rohwurstherstellung werden in 
Deutschland am häufigsten Starterkulturen in Form von Milchsäurebakterien oder Mehrstamm-
Mischkulturen aus Milchsäurebakterien und Staphylokokken beziehungsweise Kokurien verwendet 
(LÜCKE und HECHELMANN 1985). Am besten eignen sich hierfür aus Fleischerzeugnissen 
isolierte Bakterien, da diese gut an das Milieu angepasst und somit konkurrenzfähiger gegenüber 
anderen Bakterien sind (SCHILLINGER und LÜCKE 1989). Erfahrungsgemäß sind dies 
Lactobacillus (Lb.) sakei spp. und Lb. curvatus spp. sowie Staphylococcus (S.) carnosus spp. 
(HAMMES und KNAUF 1994; KRÖCKEL 1998). Üblicherweise werden Reifekulturen in einer 
Menge von 106 KbE/g in das Wurstbrät eingeimpft. Während Milchsäurebakterien sich in den 
ersten Reifetagen auf Werte von 108 KbE/g vermehren, bleibt die Anzahl der Staphylokokken und 
Kokurien annähernd gleich (LÜCKE und HECHELMANN 1985; KRÖCKEL 1998).  
Für die Rohwurstfermentation werden Milchsäurebakterien mit vornehmlich homofermentativem 
Stoffwechsel verwendet. Dabei entsteht als Produkt der Glukosefermentation hauptsächlich 
Milchsäure (HAMMES und KNAUF 1994). Mikrobiell können die optisch rechtsdrehende 
L(+)-Milchsäure, welche ebenso durch die Muskulatur des Schlachttiers in das Brät gelangt, sowie 
die optisch linksdrehende D(-)-Milchsäure gebildet werden. In der Regel werden jedoch 
Starterkulturen verwendet, die das Racemat D,L-Milchsäure bilden (WEBER 2008). Milchsäure 
bewirkt im Vergleich zu anderen organischen Säuren (Essig-, Propion-, Sorbin- und Benzoesäure) 
allerdings nur eine geringe bakterielle Wachstumshemmung (EKLUND 1989). Daher können 
beispielsweise Listerien lange Zeit in Anwesenheit von Milchsäure überleben (KRÖCKEL 1998). 
Dennoch dient die Milchsäure im Wurstbrät der Konservierung, Geschmacksbildung, 
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Texturgebung durch Koagulation fleischeigener Proteine und der Umrötung durch Bildung von 
Nitrosomyoglobin (LÜCKE 1985). Darüber hinaus können Milchsäurebakterien weitere Metabolite 
bilden, wie Capron-, Ameisen-, Essig-, Propion-, Buttersäure, n-Valeronsäure, Phenylmilchsäure, 
4-Hydroxy-Phenylmilchsäure, Diacetyl, Kohlenstoffdioxid, Wasserstoffperoxid, antimikrobielle 
Peptide und andere niedermolekulare Verbindungen (CORSETTI et al. 1998; KRÖCKEL 1998; 
NIKU-PAAVOLA et al.1999; LAVERMICOCCA et al. 2000; STRÖM et al. 2002).  
Bei Kokurien und Staphylokokken stehen die enzymatischen Wirkungen während der 
Rohwurstreifung im Vordergrund. Die von ihnen gebildeten Lipasen und Proteasen dienen der 
Ausbildung des Aromaprofils. Katalase hingegen inaktiviert das gegebenenfalls entstandene 
Wasserstoffperoxid der Milchsäurebakterien und wirkt demzufolge dem Ranzigwerden und 
Farbabweichungen entgegen (ERKES 2013). Darüber hinaus verfügen beide Genera über eine 
Nitratreduktase, welche für die Ausbildung der typischen Pökelfarbe im Produkt von Bedeutung ist 
(HAMMES und KNAUF 1994). 
Neben Starterkulturen werden heutzutage auch sogenannte Schutzkulturen für den Reifeprozess 
verwendet. Diese schützen vor Verderbniserregern und Lebensmittelpathogenen und dienen der 
Verbesserung der Sicherheit und Haltbarkeit von Fleischerzeugnissen (HAMMES und KNAUF 
1994; ABEE et al. 1995; KRÖCKEL 1998). Prinzipiell kommen zwei Wirkmechanismen in Betracht. 
Einerseits verdrängen sie die Konkurrenzflora durch Entzug wichtiger Nährstoffe, andererseits sind 
sie in der Lage, Bacteriocine (siehe unten) zu produzieren (SCHILLINGER und LÜCKE 1989; 
TICHACZEK et al. 1993). Eine Unterscheidung zwischen klassischer Starter- und Schutzkultur 
lässt sich allerdings für den Bereich der Rohwurstreifung nicht vornehmen, da die Haltbarmachung 
und damit einhergehende Reduktion pathogener Mikroorganismen beider Kulturen vordergründig 
ist (ERKES 2013). 
Bacteriocine sind ribosomal synthetisierte antimikrobielle Peptide, welche von Bakterien gebildet 
werden und entweder das Wachstum artgleicher beziehungsweise nahverwandter Bakterien 
hemmen (bakteriostatische Wirkung) oder diese abtöten (bakteriozide Wirkung) (SCHUMANN 
1981; BIERBAUM 1999; NES und HOLO 2000). Sie sind gegenüber Gram-positiven und teilweise 
auch gegenüber Gram-negativen Bakterien wirksam (IVANOVA et al. 1998). Die 
Bacteriocin-produzierenden Zellen sind immun gegenüber selbst synthetisierten Bacteriocinen, da 
sie einen Inhibitor („Immunitätsprotein“) produzieren, welcher das gebildete Bacteriocin 
neutralisiert (SCHUMANN 1981; SAEED et al. 2007). Aufgrund ihrer eiweißartigen Struktur können 
sie im Gastrointestinaltrakt durch proteolytische Enzyme abgebaut werden (SCHUMANN 1981; 
SCHILLINGER et al. 1993). Zusätzlich können sie Zuckerreste (Glykoproteine) oder eine 
Kombination aus Zuckerresten und Lipiden enthalten. Durch ihre Struktur, ihr enges Wirtsspektrum 
und die Möglichkeit einer Inaktivierung mittels proteolytischer Enzyme grenzen sich Bacteriocine 
von den Antibiotika ab (SCHUMANN 1981).  
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Von Milchsäurebakterien gebildete Bacteriocine werden nach KLAENHAMMER (1993) in vier 
Klassen unterteilt: I) Lantibiotika (< 5 kDa; z. B. Nisin, Lactococcin), II) kleine hitzestabile 
Bacteriocine (< 10 kDa; z. B. Sakacin A, Sakacin P, Lactococcin G), III) große, hitzelabile 
Bacteriocine (> 30 kDa; z. B. Helveticin J, Lactacin A) und IV) komplexe Bacteriocine 
(Pediocin SJ-1, Leuconocin S). Die letztere Klasse fehlt in der Klassifizierung nach NES und 
HOLO (2000). In der hier vorliegenden Arbeit wurde mit den Bacteriocinen Nisin und Sakacin A 
gearbeitet, welche nachfolgend näher betrachtet werden.  
Nisin gehört in die Gruppe der Lantibiotika. Diese sind kleine Peptide aus 19 bis 38 teilweise 
ungewöhnlichen Aminosäuren, welche die posttranslational modifizierten Thioether-Aminosäuren 
Lanthion und Methyllanthion enthalten und damit die intramolekulare Ringstruktur ausbilden 
(BIERBAUM 1999; BALCIUNAS et al. 2013). Innerhalb der Gruppe der Lantibiotoka gibt es 
verschiedenste Peptide mit unterschiedlichen Wirkmechanismen und Strukturen (BIERBAUM 
1999). Daher werden Lantibiotika zusätzlich in Typ A (z. B. Nisin, Subtilin, Epidermin) und Typ B 
(z. B. Cinnamycin) unterteilt (JUNG und SAHL 1991). Während die Typ A-Subklasse eher 
langgestreckte, schraubenförmige Peptide enthält und primär die Membranfunktion der Zielzellen 
zerstört, stellen Lantibiotika vom Typ B eher globuläre Peptide dar, welche die Enzymfunktion der 
sensiblen Zellen hemmen (SAHL et al. 1995). Nisin ist ein von Lactocoocus lactis spp. 
produziertes Bacteriocin mit den Subtypen Nisin A und Nisin Z. Beide Subtypen unterscheiden sich 
in nur einer Aminosäure. Dieses Bacteriocin enthält 34 Aminosäuren und weist ein 
Molekulargewicht von 3,5 kDa auf (MULDERS et al. 1991). Nisin kann einerseits durch Zusatz von 
Starterkulturen in verschiedensten Produkten enthalten sein, andererseits ist es als 
Lebensmittelzusatzstoff E 234 für die Lebensmittelkonservierung in gereiftem Käse, Schmelzkäse, 
bestimmten Puddings, Mascarpone und Clotted Cream zugelassen (EFSA 2006b). Der 
antimikrobielle Wirkungsmechanismus von Nisin basiert auf folgenden Schritten: (i) Hemmung der 
Zellwandbiosynthese durch das Binden der extrazellulären Peptidoglycan-Vorstufe Lipid ΙΙ und (ii) 
Lyse der Zellmembran durch Porenbildung und damit einhergehendem Efflux von Ionen und ATP 
(BIERBAUM 1999; ISLAM et al. 2012).  
Sakacin A gehört zur Bacteriocinklasse ΙΙ. Innerhalb dieser Klasse werden weitere Unterteilungen 
nach NES und HOLO (2000) vorgenommen. Demzufolge wird Sakacin A in die Subklasse ΙΙa 
eingegliedert, welche auch als „Pediocin-ähnlich“ bezeichnet werden. Diese wirken stark 
antilisteriell und enthalten eine übereinstimmende Aminosäurensequenz (YGNGV) (NES und 
HOLO 2000; TODOROV 2009). Weitere Vertreter dieser Subklasse sind Pediocin PA-1, Sakacin P 
und Enterocin A. Die Subklasse ΙΙb enthält Zwei-Peptid Bacteriocine (Lactococcin G, Lactacin F). 
In die Subklasse ΙΙc werden zum Beispiel Enterocin B und Carnobacteriocin A eingegliedert.  
Sakacin A ist ein Polypeptid mit 41 Aminosäuren und einem Molekulargewicht von 4,3 kDa 
(KLAENHAMMER 1993). Die Gene zur Herstellung dieses Bacteriocins sind plasmidkodiert. 
2 Literaturübersicht 
 15 
Sakazin A besteht aus einem hydrophilen, kationischen N-terminalen und einem hydrophoben 
C-terminalen Ende. Die antimikrobielle Wirkungsweise basiert auf elektrostatischen 
Wechselwirkungen, welche aus einem initialen Kontakt des N-terminalen Endes mit den negativ 
geladenen Kopfgruppen der Phospholipide der Zellmembran resultieren (NES und HOLO 2000). 
Darüber hinaus wird vermutet, dass Sakacin A in der Lage ist, spezifische Peptidbindungen der 
Peptidoglykanstruktur proteolytisch zu spalten (TRINETTA et al. 2012). 
2.5 Antivirale Wirkung von Starter- und Schutzkulturen, bakteriellen Kulturüberständen, 
Bacteriocinen und Milchsäure 
Untersuchungen zu viruziden Effekten von Starter- und Schutzkulturen, bakteriellen 
Kulturüberständen, Bacteriocinen und Milchsäure sind in den letzten Jahren 
Forschungsschwerpunkt verschiedener Arbeitsgruppen gewesen. Die antiviralen 
Wirkmechanismen von Bakterien sowie deren Überstände und Bacteriocine konnten zwar 
gegenüber behüllten und unbehüllten Viren nachgewiesen werden, sie variieren jedoch stark in 
ihrer Art und Weise. Nach SERKEDJIEVA et al. (2000), WACHSMAN et al. (2003), BOTIĆ et al. 
(2007) und IVEC et al. (2007) können folgende viruzide Mechanismen in Betracht gezogen 
werden: (i) der Wettbewerb um die Bindungsstelle lebender Zellen zwischen Virus und Bakterium; 
(ii) die fehlende Adsorption und Internalisierung an den Zellen, da Bakterien das Virus vorher 
einfangen; (iii) die Hemmung der Virusreplikation; (iiii) die Hemmung der Zerstörung infizierter 
Zellen durch die Aktivierung mitochondrialer Dehydrogenasen; (iiiii) die Stimulierung des zellulären 
und humoralen Immunsystems; (iiiiii) ein Übersprechen („Crosstalk“) der Zellen als antiviraler 
Schutz oder aber (iiiiiii) die Produktion antiviraler Metabolite. 
Aus der Literatur geht hervor, dass die Virusinaktivierung durch Bakterienkulturen auf einem 
Zusammenspiel von Bakterien, Viren und der entsprechenden Zellkultur basiert. Nicht jedes 
Bakterium interagiert allerdings im gleichen Umfang mit der Zellkultur beziehungsweise dem Virus. 
Solche Interaktionen sind demnach Bakterienstamm-spezifisch (IVEC et al. 2007). Zu ähnlicher 
Erkenntnis kamen auch BOTIĆ et al. (2007), die in ihrer Studie die Wechselwirkungen zwischen 
Milchsäurebakterien (Lactobacillus spp. und Bifidobacterium spp.) und dem vesikulären 
Stomatitisvirus untersuchten. Wurden Zellkulturen und Bakterien vor einer Virusinfektion 
gemeinsam inkubiert, beobachteten sie einen Bakterien-induzierten protektiven Effekt auf 
virusempfindliche Zellen. Sie vermuten, dass an die Zellkultur gebundene Milchsäurebakterien 
eine Art „Crosstalk“ (Signalisierung) entwickeln oder dass diese durch die Bildung von 
Interleukinen beziehungsweise Interferonen eine antivirale Reaktion hervorrufen. Wurde hingegen 
das Virus mit einem Bakterium vorinkubiert und anschließend auf die Zellkultur aufgetragen, 
verhinderte dies die Virusadsorption beziehungsweise Virusinternalisierung in die Zelle. Dieser 
Effekt wird auf eine Bindung der Viren an die Glycane der Bakterienoberfläche zurückgeführt. 
Ähnliche Untersuchungen führten auch MARAGKOUDAKIS et al. (2010) durch. Hierbei wurden 
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Laktobazillen mit Darmepithel- sowie Makrophagenzelllinien koinkubiert und anschließend mit 
Rotaviren und transmissiblen Gastroenteritisviren versetzt. Die beobachteten antiviralen Effekte 
basieren einerseits auf der Bindung bestimmter Bakterienstämme an der Zellkultur, was vermutlich 
auf eine kompetitive Hemmung durch Rezeptorbesatz an der Zelle zurückgeführt werden kann. 
Andererseits induzierten diverse Bakterien die Bildung reaktiver Sauerstoff- beziehungsweise 
Stickstoffspezies (Wasserstoffperoxid, Stickstoffmonoxid) in den verwendeten Zellkulturen. 
Letzteres wurde ebenso von IVEC et al. (2007) im Zusammenhang mit Makrophagen und 
vesikulären Stomatitisviren beschrieben. Neben Bakterien können auch zellfreie Kulturüberstände 
ein Bakterienstamm-spezifisches antivirales Potential aufweisen. Beispielsweise erkannten 
SHEARER et al. (2014), dass die virale Vermehrung von MNV-1 und Tulane Virus in Anwesenheit 
eines zellfreien Kulturüberstandes von Bacillus subtilis 168 beziehungsweise Enterococcus 
faecalis ATCC 19433 geringfügig (bis 1 log-Stufe) gehemmt wird. Auch CHOI et al. (2009) 
detektierten einen von einem zellfreien Joghurtüberstand ausgehenden viruziden Effekt auf drei 
verschiedene Enteroviren.  
Darüber hinaus entdeckten WACHSMAN et al. (1999), SERKEDJIEVA et al. (2000), TODOROV et 
al. (2005), SAEED et al. (2007) und TODOROV et al. (2010) mit den aus Bakterien isolierten 
Bacteriocinen Enterocin CRL35, B1, Staphylococcin 188, ST4V und ST5Ha viruzide Wirkungen auf 
Influenza-A Viren (H7N7, H7N1), Newcastle Disease Virus (NDV) und Herpes Simplex Virus 
(HSV). Die genaue viruzide Wirkungsweise von Bacteriocinen ist bisher allerdings nicht 
hinreichend bekannt. WACHSMAN et al. (1999) konnten in ihren in-vitro-Untersuchungen 
nachweisen, dass das Enterocin CRL35, ein von Enterococcus faecium CRL35 gebildetes 
Bacteriocin, den intrazellularen Replikationszyklus des HSV Typ 1 und 2 beeinflusst, wobei weder 
die Virus-Adsorption noch -Penetration durch dieses Bacteriocin gehindert wurde. Vielmehr 
handelte es sich um eine Hemmung der Glycoproteinsynthese, welches einen wichtigen Schritt der 
Virusreplikation darstellt (WACHSMAN et al. 2003). Das Bacteriocin B1 von Lactobacillus 
delbrueckii subspecies bulgaricus 1043 beeinflusste ebenso den Replikationszyklus des 
Influenza-A-Virus H7N7, wobei die Hemmung der Virusausbreitung am stärksten war, wenn das 
Bacteriocin nach viraler Infektion der Zellkultur hinzugefügt wurde (SERKEDJIEVA et al. 2000).  
Neben in-vitro-Untersuchungen gibt es Studien mit oral an Mäuse applizierten 
Milchsäurebakterien, welche durch Aktivierung des Immunsystems vor einer viralen Infektion 
schützen (YASUI et al. 1999; KAWASE et al. 2010; LEE et al. 2010; KAWASHIMA et al. 2011; 
KOBAYASHI et al. 2011; TAKEDA et al. 2011).  
Die Tenazität von Viren im Lebensmittel prüften bislang nur wenige Arbeitsgruppen. So 
untersuchten beispielsweise STRAUBE (2009), HEINZE (2010), STRAUBE et al. (2010), 
STRAUBE et al. (2011) und ALBERT et al. (2012) die Stabilität von FCV, Geflügelinfluenza- und 
ECHO-Viren in komplexer Rohwurstmatrix. Der Einfluss von bakteriellen Kulturen wurde allerdings 
nicht berücksichtigt. Sie beobachteten, dass Geflügelinfluenzaviren in kurzgereiften 
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Rohwurstprodukten eine relativ geringe Stabilität aufweisen und innerhalb der ersten drei (H3N8) 
bis sieben (H5N6) Reifetage bei einer Temperatur von 22 °C inaktiviert werden. Eine längere 
Persistenz war jedoch ausschließlich bei 7 °C gereiften Produkten feststellbar. Im Vergleich 
zeigten FCV und ECHO-Viren eine höhere Stabilität. Infektiöse Viren konnten auch nach 28 bzw. 
56 Tagen in kurz- und langgereifter Rohwurst nachgewiesen werden. Hierbei ließ sich jedoch im 
Verlauf eine zur Reifetemperatur und –dauer abhängige Reduktion der Virustiter beobachten. Eine 
höhere Reife- und Lagerungstemperatur (22 °C versus 7 °C) führte zur stärkeren Reduktion. Es 
konnte für alle geprüften Erreger eine positive Korrelation zwischen der Temperatur und der Höhe 
der Virustiterreduktion gefunden werden. Der Effekt war jedoch bei Geflügelinfluenzaviren am 
stärksten ausgeprägt. ALBERT et al. (2012) schlussfolgerten daraus, dass höhere 
Reifetemperaturen sowie längere Reifezeiten im Rahmen der Rohwurstfermentation zur 
Risikominimierung lebensmittelbedingter Viren führen können. Das antivirale Potential von 
Prozessen der Rohwurstfermentation schätzen sie allerdings für kurzgereifte Rohwürste als gering 
ein. In Bezug auf den Fermentationsprozess scheint jedoch eine Virus-spezifische Inaktivierung 
vorzuliegen. Diese These kann durch die Studie von GILBERT et al. (1983) gestützt werden. In 
ihrer Analyse zur Persistenz von Viren [NDV, Infektiöses canines Hepatitisvirus (ICHV), porcines 
Picornavirus (PPV), Froschvirus 3 (FV3) und Bovines Virusdiarrhoe Virus (BVDV)] wurden 
Lebensmittelabfälle über neun Tage bei 20 °C mit Lb. acidophilus fermentiert. ICHV überlebte den 
Reifungsprozess, während FV3, NDV und PPV bereits nach drei, sieben beziehungsweise acht 
Tagen inaktiviert wurden. Am empfindlichsten war BVDV, welches in weniger als zwei Stunden 
inaktiviert werden konnte. Des Weiteren untersuchten sie den Einfluss des pH-Wertes über eine 
Dauer von neun Tagen. Hierbei zeigte sich ein Virustiterverlust von NDV bei einem pH-Wert von 
4,5 um 2 und 4 log-Stufen nach einem Tag beziehungsweise sieben Tagen. PPV wurde hingegen 
bereits nach einem Tag um 4 log-Stufen reduziert. Auch die Studie von LEE et al. (2012) 
verdeutlicht die virusspezifische Inaktivierung. Während der Titer des Norovirussurrogates MNV-1 
in Dongchimi (fermentiertes koreanisches Gemüse) nach 20 Tagen Lagerung bei 4 °C nur um 
1,45 log-Stufen reduziert wurde, waren es bei FCV 4,12 log-Stufen. Ebenso wurden die Titer von 
Maul- und Klauenseuche (MKS)-Viren und Viren der Klassischen Schweinepest (KSP) in Salami 
während eines 90-tägigen Lagerungsversuchs reduziert. Bereits nach sieben Reifetagen waren 
MKS-Viren nicht mehr nachweisbar. Die Persistenz der Viren der KSP konnte hingegen bis zum 
75. Tag der Lagerung festgestellt werden (PANINA et al. 1989; 1992). Im Gegensatz zu den 
genannten Studien ermittelten KANTOR und POTTER (1975), dass die Virustiter von ECHO- und 
Polioviren in Rohwürsten (Cervelatwurst, Salami) während eines Fermentationsprozesses von 
maximal drei Wochen mit der Einzelstammkultur Lb. plantarum beziehungsweise der 
Mehrstamm-Mischkultur (Lb. plantarum und Pediococcus cerevisiae) unverändert blieben. Sie 
kamen zu dem Schluss, dass die Virusstabilität genannter Viren demnach nicht durch bakteriell 
gebildete Milchsäure, Enzyme oder andere Stoffwechselprodukte, sowie durch Natriumnitrit oder 
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Trocknung der Produkte beeinträchtigt wird. Zu der gleichen Feststellung kamen auch 
BRANDSMA et al. (2012), welche auch noch nach sieben Wochen bei 2 °C die Norovirussurrogate 
MS2-Phagen und MNV-1 mit nur geringem Virustiterverlust auf vakuumverpacktem 
Schweinefleisch nachweisen konnten. Dass Milchsäure einen antiviralen Effekt auf Viren haben 
kann, beschrieben hingegen STRAUBE (2009), HEINZE (2010), STRAUBE et al. (2010) und 
STRAUBE et al. (2011). Diese beobachteten im in-vitro-Modell (pH 3,2 bis 6,0; 20 °C) eine von 
D,L-Milchsäure ausgehende konzentrations-, temperatur- und zeitabhängige inaktivierende 
Wirkung gegenüber Geflügelinfluenzaviren und FCV. In rohwurstrelevanten Konzentrationen war 
der festgestellte Effekt im Bereich von pH 5,9 bis 6,0 jedoch nur gering ausgeprägt. Generell führte 
die Exposition bei einer für Rohwurstreifeprozesse üblichen Temperatur von 20 °C zu einer 
vergleichsweise stärkeren Viruzidie der geprüften Parameter als unter Kühltemperatur (4 °C). 
Neben der Temperatur ist der viruzide Wirkmechanismus von Säuren auch von der verwendeten 
Art und Konzentration abhängig (SALO und CLIVER 1978; HAAS et al. 1995). Während 
anorganischen Säuren eine Virusinaktivierung allein durch die Reduktion des pH-Wertes 
zugeschrieben wird, interagieren organische Säuren zusätzlich mit den lipophilen 
Oberflächenstrukturen behüllter Viren (HAAS et al. 1995). Demzufolge wird bei Influenzaviren das 
Hämagglutinin (H) durch Säure irreversibel zerstört. Der Hämagglutininsubtyp korreliert dabei mit 
der pH-Stabilität. Während H3-Stämme relativ stabil gegenüber Essigsäure sind (bis pH 5,1), 
werden Virusstämme der Subtypen H5 und H7 bei pH 5,6 bis 6,0 (20 °C, 7 h) inaktiviert. Die 
Säurestabilität von Isolaten des Subtypen H1 liegt dazwischen (SCHOLTISSEK 1985). Bei 
unbehüllten RNA-Viren bewirken organische Säuren entweder einen Verlust viraler Infektiosität 
durch Degradation des viralen Kapsids oder der Nukleinsäure beziehungsweise durch Degradation 
beider Strukturen (SALO und CLIVER 1976). Die genannten Inaktivierungsprozesse scheinen 
allerdings verschiedenen Einflüssen zu unterliegen. Beispielsweise zeigten SALO und CLIVER 
(1978), dass im Gegensatz zu Zitronensäure, Ascorbinsäure bei pH 5,0 bis 7,0 auf Polioviren 
viruzid wirkte, wobei sich mit Absenkung des pH-Wertes auch die Virustiter reduzierten. 
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2.6 Zielstellung dieser Arbeit 
Kurzgereifte Rohwürste gehören aus mikrobiologischer Sicht zu Risikoprodukten. Um eine 
gleichbleibende Qualität und Sensorik der Produkte zu gewährleisten, ist die Verwendung von 
Starterkulturen unerlässlich. Als sogenannte Schutzkulturen sollen sie gleichzeitig die Vermehrung 
unerwünschter bakterieller Pathogene unterbinden. Bisher ist allerdings nicht bekannt, inwieweit 
diese zur Virusinaktivierung in kurzgereiften Rohwürsten führen. Aus diesem Grund war es das 
Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von rohwurstrelevanten Starter- und Schutzkulturen sowie ihrer 
Metabolite (Bacteriocine, Milchsäure) auf die Tenazität und Inaktivierungskinetik von Viren zu 
prüfen. In die Studie einbezogene Untersuchungen erfolgten mit dem murinen Norovirus 
(MNV) S 99, stellvertretend für die nicht-kultivierbaren hNV und einem humanen Influenzavirus 
(H1N1). Antivirale Effekte sollten sowohl anhand von in-vitro-Studien als auch in experimentell mit 
Viren kontaminierten Rohwurstprodukten analysiert werden.  
 
 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fragestellungen untersucht: 
 
• Zeigen die Bacteriocine Sakacin A und Nisin eine antivirale Wirkung auf das murine 
Norovirus (MNV) S 99 und das humane Influenzavirus (H1N1)? 
• Haben bakterielle Überstände einen antiviralen Einfluss auf die Infektiosität von MNV S 99? 
• Welchen Einfluss hat D,L-Milchsäure auf die Infektiosität von MNV S 99 und H1N1 in-vitro 
und in Rohwurst? 
• Wie wirken sich Starter- und Schutzkulturen in kurzgereifter Rohwurst auf die Infektiosität 
von MNV S 99 und H1N1 aus? 
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Abstract The antiviral potential of selected bacteria species [lactic acid bacteria (LAB) and 
micrococcaceae] was examined. By this, the effect of their cell-free supernatants as well as of 
certain species-related metabolites (sakacin A, nisin, lactic acid) was investigated on different 
viruses after exposure at 24 °C for 3 days. Viruses were incubated with supernatants and 
metabolites in a dilution ratio of 1:10.  
Data for antiviral effects towards murine norovirus S 99 (MNV), influenza A virus A/WSN/33 
(H1N1), Newcastle disease virus Montana (NDV) and feline herpesvirus KS 285 (FHV) were 
generated in vitro simulating pH and temperature conditions according to raw sausage 
fermentations.  
Investigations showed no antiviral effect of sakacin A and nisin on MNV, H1N1, FHV and NDV. 
Furthermore, the antiviral potential of D,L-lactic acid was determined for MNV and H1N1. At raw 
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sausage-related pH values (5.0-6.2) it could be shown that the virus titre for MNV and H1N1 was 
reduced by a maximum of 3.25 log and 2.5 log units, respectively. 
In addition, 29 culture supernatants of different bacteria species, mainly LAB and staphylococci, 
were tested for their antiviral activity against MNV.  
Only the cell-free supernatant of a Lb. curvatus strain showed a higher virus titre reduction of MNV 
by 1.25 log units compared to the control. 
Further studies on the characterisation of this cell-free supernatant were carried out, however, the 
antiviral substance could not be identified so far. 
 
Keywords Murine norovirus · Influenza virus · Virus inactivation · Starter culture · Raw sausage 
 
Introduction 
Virus transmission due to the consumption of contaminated food is an emerging public health 
issue. From an epidemiological point of view, mainly human noroviruses (NoV), rotaviruses and 
hepatitis A viruses are foodborne pathogens of significant health concerns. In Germany, human 
NoV have a great importance due to the high number of registered cases, for example 112.364 in 
2012 (RKI 2013). 
For others, like SARS coronavirus or influenza virus H5N1 or H1N1, the foodborne transmission 
route has been postulated even this is so far not convincingly shown. 
Food can be contaminated during preparation by infected persons that can excrete large quantities 
of viruses (Carter 2005). 
Possible risk products are raw-eaten food like shellfish, fruits or raw sausages (Wichmann et al. 
2008; Sarvikivi et al. 2012; Smith et al. 2012). 
In the context of potential risks associated with foodborne viruses, questions emerged about 
survival time and inactivation kinetics of several pathogens during food processing. As a 
consequence, studies were carried out to examine virus stability towards different food-preserving 
technologies. They were mainly focused on the impact of heat treatment, chilling, freezing, 
acidification or high hydrostatic pressure. Results were recently reviewed by Bertrand et al. (2012), 
Cliver (2010) and Baert et al. (2009). It seems that apart from heat treatment, measures like 
acidification, chilling or freezing are not sufficient enough to effectively inactivate most foodborne 
viruses. 
In contrast, little is known about the antiviral effect of different microorganisms and their 
metabolites which are widely used for processing of raw meat and different dairy products. For 
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example, use of starter cultures [e.g., lactic acid bacteria (LAB), staphylococci and micrococci] for 
microbial fermentation is a crucial step to obtain microbiological safety of short fermented raw 
sausages as it can prevent growth of pathogenic microorganisms in these products. For that, 
starter cultures must be quickly increased at the initial ripening time (Luecke and Hechelmann 
1985). They contribute to an improvement in hygienic safety, high and constant levels of quality, 
shelf-life and sensory attractiveness (Hammes and Knauf 1994). Besides the positive effect of 
improving organoleptic properties, different microorganisms are used as protective cultures (Abee 
et al. 1995). They compete with other organisms about nutrition and are able to produce 
antimicrobial substances like organic acid, hydrogen peroxide, diacetyl or bacteriocins (Jay 1982a, 
b; Kroeckel 1998).  
An antiviral effect of bacteriocins as well as of bacterial supernatants, e.g., originated from LAB or 
staphylococci, was described in different studies, i.e., for herpes simplex virus (Todorov et al. 
2010), influenza A virus (Serkedjieva et al. 2000) and Newcastle disease virus (NDV) (Saeed et al. 
2007). Up to now mechanisms causing the antiviral effect of these bacteria are not known. 
To broaden knowledge about the antiviral potential of food-relevant bacteria species, the impact of 
selected starter cultures used for raw sausage fermentation as well as of their relevant metabolites 
was examined in the present study. For this, the antiviral effect of the two bacteriocins sakacin A 
and nisin on the non-enveloped murine norovirus (MNV), widely used as a surrogate for human 
norovirus, as well as on influenza virus H1N1 (H1N1), feline herpesvirus (FHV) and NDV was 
screened. The latter ones are not food associated, but by using them an antiviral effect on the virus 
envelope should be assessed. In addition, the influence of lactic acid on the infectivity of MNV and 
H1N1 was examined. Furthermore, a screening for a possible antiviral effect of cell-free bacterial 
supernatants (LAB, Staphylococcus spp., Kocuria varians) was carried out for MNV. These 
bacteria are commonly used during raw sausage processing. 
Materials and Methods 
Virus and Infectivity Assay 
The mouse leukaemic monocyte macrophage cell line RAW 264.7 (ATCC-TIB-71) was used for 
the propagation and detection of MNV S 99 (Dr. Schreier, RKI, Berlin). For the propagation and 
detection of the viruses H1N1 (Strain A/WSN/33, Dr. Stech, FLI, Riems) and FHV (KS 285), 
Madin-Darby canine kidney cells (MDCK+, RHI 671, ZBV, FLI, Riems) and Crandell-Reese feline 
kidney cells (CRFK, RIE 769, ZBV, FLI, Riems) were used, respectively. NDV (Montana, Prof. Dr. 
Kaleta, Justus Liebig-University, Gießen) was grown in 10-days-old embryonated chicken eggs. 
The amniontic-allantoic fluid was harvested 72 h after inoculation and MDCK+ cells were used for 
the determination of the virus titre. All virus fluids were pooled for working stocks and stored at 
-80 °C. The titres of the harvested viruses were determined by the virus titration method of 
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Spearman and Kaerber (Horzinek 1985). For all test series, the virus titres were determined initially 
and after 3 days of exposure. Moreover, cytotoxic controls with different cell lines were performed. 
Antiviral Effect of Bacteriocins 
The in vitro antiviral effect of the synthesized bacteriocins sakacin A (GenScript, USA; HPLC 
purity: 83.7 %) and nisin (Nisitrol, Schechen, Germany) was investigated for MNV, H1N1, FHV and 
NDV. The viruses were exposed in a dilution ratio of 1:10 to the bacteriocins solved in phosphate-
buffered saline (PBS) for 3 days at 24 °C (pH 6.2). The experiment was performed twice. The 
biological activity of the used bacteriocins was tested towards the bacteriocin-sensitive strains 
Listeria innocua 1 using the listeria agar as described by Çon et al. (2001) and 
Pediococcus pentosaceus 3 (both from Dr. Kroeckel, Max Rubner Institute, Kulmbach) by a 
well-diffusion assay according to Schillinger and Luecke (1989) (Fig. 1). The activity of the tested 
bacteriocins was expressed as arbitrary units (AU) per ml, defined as the reciprocal of the highest 
serial twofold dilution showing a clear zone of growth inhibition of the indicator strain (Ivanova et al. 
1998). Virus-containing PBS was used as control. 
 
Fig. 1 The biological activity of nisin demonstrated by the inhibition zone of the  
bacteriocin-sensitive strain Pediococcus pentosaceus 3 by the well-diffusion assay 
(nisin pure, numbers serial twofold dilution of the bacteriocin) 
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Antiviral Effect of D,L-Lactic acid 
For setting various pH values, D,L-lactic acid (90 %, synthetic, Carl Roth + Co KG, Germany, 
3957.1) was used. Sterile-filtrated D,L-lactic acid, prediluted in PBS, was mixed with the virus 
suspension of MNV or H1N1 in a dilution ratio of 10:1. Typical raw sausage-related pH values 
between 5.0 and 6.2 were adjusted. The pH value was determined from an aliquot of the test 
batches immediately after mixing, because otherwise the pH value deviated from the desired one 
(data not published). After 3 days of exposure at 24 °C, the pH values were determined too. Mean 
virus titre reductions were compared to reductions obtained at pH 6.2. The experiment was 
performed five times. 
Antiviral Effect of Bacterial Supernatants 
For the study, different strains of Lactobacillus (Lb.) spp., Staphylococcus (S.) spp., Pediococcus 
(P.) spp. and Kocuria (K.) varians, commonly used for raw sausage fermentation, were selected 
(Table 1). Differentiation of the bacterial strains was performed biochemically by API 50 CH and 
API-ID32-STAPH test kit (both bioMerieux® sa, Marcy l'Etoile, France) and by MALDI-TOF mass 
spectrometry using the MALDI Biotyper microflex (Bruker Daltonics GmbH, Germany) with the 
method according to Albert et al. (2011). 
Table 1 Overview of bacteria used for deriving cell-free supernatants 
Typed reference strains strains isolated from 
different meat products 
commercial 
starter cultures 
isolates derived from Prof. 
Vogel, TU Weihenstephan, 
Munich 
Lb. sakei 1 DSMZ 6333 Lb. sakei 4 sheepmeat; Lb. sakei 3 Lb. sakei 2 TMW 1.454 
(LTH 673) 
Lb. curvatus 4 DSMZ 20019T Lb. sakei 5 ‘Teewurst’ 
(raw sausage) 
Lb. plantarum 1 Lb. curvatus 3 TMW 1.17 
(LTH 1174 
S. carnosus 1 DSMZ 20501 Lb. sakei 6 ‘Salami’ P. pentosaceus 1   
S. xylosus 1 DSMZ 20266 Lb. curvatus 1 air-dried raw 
sausage 
P. acidilactici 2   
K. varians 1 DSMZ 20033 Lb. curvatus 2 wild boar meat S. carnosus 2   
  Lb. paracasei 1 ‘Salami’ S. carnosus 5   
  Lb. paracasei 2 ‘Salami’ S. xylosus 2   
  Lb. plantarum 2 ‘Teewurst’ 
(raw sausage) 
S. xylosus 3   
  P. pentosaceus 2 ‘Salami’ K. varians 2   
  P. acidilactici 1 ‘Zwiebelmettwurst’ 
(raw sausage) 
   
  S. carnosus 3 Black Forest ham    
  S. carnosus 4 turkey rolled filet of 
ham 
   
  S. xylosus 4 ‘Salami’    
Lb., Lactobacillus; P., Pediococcus; S., Staphylococcus; K., Kocuria 
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LAB were grown on MRS agar (MERCK, Germany, TN 1201). After 3 days of incubation at 30 °C, 
one colony of each strain was transferred to MRS broth (MERCK, 1.10661) and incubated for 24 h 
at 30 °C. Thereafter, 4 ml of the culture was transferred to 36 ml fresh MRS broth, incubated for 
24 h at 24 °C and was finally centrifuged (15 min, 10,000×g, 4 °C). The selected strains of 
Staphylococcus spp. and Kocuria spp. were grown on Plate-count Agar (SIFIN GmbH Berlin, 
Germany, TN 1189) for 24 h at 37 °C. A single colony was transferred to brain heart infusion broth 
(MERCK, 1.10493) and incubated for 24 h (37 °C). Thereafter, 4 ml of the culture was brought into 
36 ml fresh brain heart broth, incubated for 24 h at 24 °C and finally centrifuged (15 min, 10,000×g, 
4 °C). 
In order to eliminate the effect of lactic acid on the test organisms, all cell-free supernatants were 
adjusted to pH 6.2 with NaOH (5 mol, ROTIPURAN®, >32 % p.a. Carl Roth, T196,) and filtrated 
through a 0.22 µm PES diaphragma (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland, 
99722). Altogether, the antiviral potential of 29 cell-free supernatants originated from species listed 
in Table 1 was tested on the infectivity of MNV. MNV was incubated in a dilution ratio of 1:10 with 
the supernatant for 3 days at 24 °C (pH 6.2). The virus titre reductions of all experiments were 
compared to the control (native MRS-/brain heart broth with MNV). The pH value (Symp Hony SB 
70P, VWR International) was controlled in all assays before and after 3 days of incubation.  
Because of the results derived from the screening of bacterial supernatants, where an effect of 
Lb. curvatus 1 for MNV was detected, further studies were carried out using different methods of 
treatments to identify possible antiviral substances. The supernatant was frozen (-21 °C, 1 h), 
heated (100 °C, 10 min) and treated with bovine liver catalase to exclude an inhibition due to 
hydrogen peroxide production. These experiments were repeated once. In addition, catalase 
treatment of the supernatant was performed four times. In three tests, 2 µl catalase/ml supernatant 
(equivalent to 68 U/ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany, C1345-1G) was used 
and in a fourth experiment the catalase volume per ml was doubled. Furthermore, the supernatant 
was separated according to different molecular weights. For this purpose VIVACON®500 
concentrators with membrane cut offs by 2, 10, 30, 50 and 100 kDa (VWR International GmbH, 
Darmstadt, Germany, 518-0010/0011) were used. This experiment was performed twice. The virus 
titre reductions of all experiments were controlled regarding their significant differences compared 
to the control (native MRS broth with MNV) and the untreated cell-free supernatant of 
Lb. curvatus 1 (native supernatant) with MNV. For each test, the mean reduction of the virus titre 
was determined from each of five sample approaches. 
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Statistical Analysis 
Statistical analyses were performed with IBM SPSS Statistics 20. All virus titres were log10 
transformed and analysed by the Mann-Whitney U test. Bonferroni-Holm test was used for 
determination of significance of treated Lb. curvatus 1 supernatants (Holm 1979). All graphs were 
prepared with SigmaPlot 11.0.  
Results and Discussion 
Contrary to the results of Serkedjieva et al. (2000), Saeed et al. (2007) and Todorov et al. (2010), 
who demonstrated that bacteriocins can have an antiviral activity against influenza A virus (H7N7, 
H7N1), NDV and Herpes Simplex Virus-1, no antiviral effect could be detected by the tested 
bacteriocins in the present study. The bacteriocins sakacin A and nisin did not reduce the infectivity 
of MNV, H1N1, FHV and NDV. It can be seen in Table 2 that the mean virus titre reductions did not 
greatly differ from their controls. Different high bacteriocin activities (400-25.600 AU/ml) in the test 
series had no additional effect on the virus titre (data not shown). In all trials, the adjusted pH value 
(6.2) was stable before and after incubation. Thus, a statement regarding an effect on the viral 
envelope could not be made. Moreover, a direct transfer of these results to food is not possible and 
further studies should be carried out. In addition, bacteriocin-producing strains should be 
investigated in fermented sausages, because only the use of those is legal in Germany, while the 
application of bacteriocins is not allowed. 
Table 2 Influence of bacteriocins on the mean virus titre reduction of MNV, H1N1, NDV 
and FHV 
  Mean reduction of virus titre [log10TCID50] 
 n MNV H1N1 NDV FHV 
sakacin A 2 0.00 1.38 0.31 0.19 
control 
sakacin A 2 0.00 1.13 0.44 0.44 
nisin 2 0.56 1.25 0.31 0.56 
control 
nisin 2 0.00 1.13 0.44 0.44 
n number of trails, TCID50 Tissue culture infectious dose 50, MNV murine norovirus, 
H1N1 influenza A virus H1N1, FHV feline herpesvirus, NDV Newcastle disease virus, control PBS and virus 
 
Another important metabolite of LAB during the ripening of raw sausages is lactic acid (Kroeckel 
1998), which can also be used as an additive. Therefore, the effect of D,L-lactic acid on MNV and 
H1N1 was examined. The mean reduction of virus titres in comparison to values obtained at 
pH 6.2 is shown in Fig. 2. The virus titre was reduced between pH values of 5.0 and 6.2 by a 
maximum of 3.25 log units (MNV) and 2.5 log units (H1N1), respectively. The pH values did not 
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differ from each other immediately and after 3 days of the exposure. All samples without virus were 
assessed as not cytotoxic. Also Straube et al. (2010) could detect a virus inactivation of influenza A 
viruses (H3N8) with lactic acid. However, it is known that the inactivation of influenza by acid 
depends on the different subtypes (Scholtissek 1985). Therefore, a direct transfer of the results to 
another subtype is limited. According to the results, it could be assumed that the pH decrease in 
fermented food like raw sausages could be an effective measure for risk reduction concerning 
viruses. An application of starter cultures with rapid and high acidification might improve the safety 
of raw sausages in relation to viral pathogens. However, investigations in fermented sausages with 
lactic acid should be carried out to confirm this. 
 
Fig. 2 Inactivation of MNV and H1N1 in acidified buffer (PBS/D,L-lactic acid) 
(The shown virus titre reductions were compared to the obtained values at pH 6.2. 
Grey filled circle MNV—mean reduction of virus titre (n=5), black filled circle H1N1—mean reduction 
of virus titre (n=5), error bars 2 × standard error of mean, TCID50 tissue culture infectious dose 50) 
However, the obtained results of our study concerning MNV S99 are contrary to those of Cannon 
et al. (2006). They determined virus titre reductions of less than 1 log unit at pH 2 only, by 
exposing MNV-1 in buffered solutions (citrate buffer, phosphate buffer and carbonate buffer) of 
certain pH values from 2 to 10 for up to 2 h. A reason for different results could be the use of 
different test systems for the detection of viral infectivity. While Cannon et al. (2006) used the 
plaque assay, in the present study the cytopathic effect was visually determined using the endpoint 
dilution assay. Another possible reason for contrary results could be the use of different virus 
strains. Therefore, a direct transfer of the results to another strain is not possible. 
In addition to these individual factors, the antiviral effect of complex culture supernatants from 
starter and protective cultures (Table 1) was examined towards MNV. The screening did not 
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indicate any antiviral activity by 28 out of 29 tested cell-free supernatants (single data not shown). 
Only the cell-free supernatant of Lb. curvatus 1 showed a higher virus titre reduction of the MNV by 
1.25 log units in comparison to the control. This antiviral effect was confirmed by five trials. 
Furthermore, it was verified that the mean virus titre reduction of MNV differed significantly from 
the control (p < 0.05). This supposes a bacterial strain-specific production of antiviral metabolites 
(Botic et al. 2007). Further investigations were carried out for determination of the antiviral 
properties of the cell-free supernatant. No significant antiviral effect could be obtained anymore 
(p > 0.05) after heating, whereas freezing did not significantly influence the antiviral effect on MNV 
compared to the native cell-free supernatant (p > 0.05). Therefore it might be assumed that the 
antiviral substance is of proteinaceous nature. An effect by hydrogen peroxide, often produced by 
different LAB, can be excluded by catalase treatment, because it did not significantly influence the 
antiviral effect of the supernatant on MNV (p > 0.05) (Fig. 3). Moreover, the cell-free supernatant 
was separated according to different molecular weights. All collected fractions from 2 to 100 kDa 
exhibited the same significant antiviral effect (p = 0.02) like the entire supernatant. Virus titre 
reductions up to 2 log units were detected (single data not shown). It can be assumed that the 
potential antiviral substance of Lb. curvatus 1 has a molecular weight of less than or equal to 
2 kDa. 
 
Fig. 3 Influence of catalase on the antiviral activity of the cell-free supernatant of 
Lb. curvatus 1 on MNV 
 (Lb.: Lactobacillus, mean reduction of virus titre (n=5); error bars 2 × standard error of mean;  
TCID50: tissue culture infectious dose 50; catalase: Lb. curvatus 1 supernatant treated with catalase; 
asterisk: 4 µl catalase per ml of Lb. curvatus 1 supernatant (trials 1–3: 2 µl); 
Lb. curvatus 1 (native): untreated Lb. curvatus 1 supernatant; control: MRS broth) 
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Based on these results, no final conclusions on the antiviral substance can be drawn. The heat 
lability is indicative for a bacteriocin. However, in the literature heat-labile bacteriocins are 
described with a molecular weight >30 kDa (Klaenhammer 1993). Moreover, it is not clear if the 
antiviral effect is caused by a single component of this supernatant or by an interaction of different 
metabolites. Such synergistic effect of bacterial metabolites has already been proven several times 
for bacteria and fungi (Corsetti et al. 1998; Niku-Paavola et al. 1999). For example, the synergistic 
activity against moulds has been identified by a mixture of LAB-formed organic acids (Corsetti et 
al. 1998). Further studies should be carried out to identify the antiviral component of the cell-free 
culture supernatant, e.g., with HPLC and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 
methods. But despite of these methods, it seems to be very difficult to clean small molecules and 
to identify them (Niku-Paavola et al. 1999).  
Moreover, the antiviral mode of action of Lb. curvatus 1 is unknown. Interactions of the supernatant 
with virus replication, cell adsorption or with the monolayer cell line are proposed. For example, 
Serkedjieva et al. (2000) assumed that the bacteriocin B1 from Lb. delbrueckii inhibits some of the 
intracellular specific steps in the viral reproduction. 
Summing up, bacteriocins sakacin A and nisin are not a suitable alternative for virus inactivation. 
Moreover, lactic acid is important for virus inactivation and could improve the product safety 
regarding to viral pathogens. For this purpose, further investigations have to be done. The MNV, 
which is described as stable in different studies, could be reduced in its infectivity by the cell-free 
supernatant of Lb. curvatus 1. The supernatant was characterized, however, the antiviral 
metabolite could not be identified. In further studies the bacterium or the supernatant should be 
also tested on human NoV in a variety of products or dosage forms. It might be possible that those 
results lead to a prevention of food-associated norovirus infections.  
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Zusammenfassung: 
Die Sicherheit von Fleischerzeugnissen wird vor dem Hintergrund des Vorkommens möglicher 
neuer Lebensmittel-assoziierter viraler Erreger (z.B. Influenzavirus H5N1 und H1N1) und der sehr 
hohen Zahl an norovirusbedingten Gastroenteritiden in Deutschland diskutiert. Zur 
Risikobewertung einzelner Produkte sind vor allem Kenntnisse zum Einfluss 
lebensmitteltechnologischer Prozesse auf die Virusinaktivierung notwendig. In dieser Studie wurde 
untersucht, inwieweit Starter- und Schutzkulturen [Lactobacillus (Lb.) sakei, Lb. curvatus, 
Lb. paracasei, Lb. plantarum, Staphylococcus (S.) carnosus, S. xylosus, Kocuria varians] sowie 
D,L-Milchsäure (pH 5,2-5,9) während der Reifung und Lagerung in verschiedenen 
Rohwurstfermentationen (Mettwurst, Teewurst) viruzid wirken. 
Die generierten Daten belegen einen von D,L Milchsäure ausgehenden antiviralen Effekt 
gegenüber Influenzavirus (H1N1) und murinem Norovirus (MNV), wobei H1N1 unterhalb eines pH 
Wertes von 5,5 im Mettwurstbrät nicht mehr nachweisbar war. MNV erwies sich als säurestabiler. 
Mit abnehmendem pH-Wert wurde jedoch eine zunehmende Virustiterreduktion von MNV 
festgestellt. Diese betrug nach einem Reifungstag (22 °C) jedoch nur maximal 0,7 log-Stufen bei 
einen pH-Wert von 5,2 im Rohwurstbrät. Eine Spezies-spezifische antivirale Wirkung der 
Starterkulturen konnte nicht nachgewiesen werden, vielmehr ist die Säureleistung der einzelnen 
Kulturen entscheidend. 
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Summary: 
The safety of meat products is discussed in the context of the presence of possible emerging food-
associated viral pathogens (for example influenza virus H5N1 and H1N1) and the very high 
number of norovirus-induced gastroenteritis in Germany. For risk assessment of some products, it 
is necessary to have a special knowledge about the influence of food technological processes on 
the virus inactivation. This study examined to which extent starter and protective cultures 
[Lactobacillus (Lb.) sakei, Lb. curvatus, Lb. paracasei, Lb. plantarum, Staphylococcus (S.) 
carnosus, S. xylosus, Kocuria varians] and D,L-lactic acid (pH 5.2-5.9) contribute to the inactivation 
of food-associated viruses during maturation and storage in different fermented raw sausages 
(Mettwurst, Teewurst). 
The study shows that D,L lactic acid has an antiviral effect against influenza virus (H1N1) and 
murine norovirus (MNV), whereas H1N1 could not be detected in 'Mettwurst' under pH 5.5. It has 
been proved that MNV is more acid stable. With decreasing pH an increasing virus titre reduction 
of MNV was found. However, after one day of storage at 22 °C, only mean virus titre reductions of 
MNV by 0.7 log units could be observed at pH value 5.2 in raw sausage batter. A species-specific 
antiviral effect of starter cultures could not be detected, but virus inactivation could be attributed by 
acidification properties. 
 
Einleitung:  
Virale Erreger stehen als Ursache von Lebensmittelinfektionen verstärkt im Fokus von 
Wissenschaft und Öffentlichkeit. Die vom Robert Koch-Institut veröffentlichten Fallzahlen aus dem 
Jahr 2013 belegen, dass Magen-Darm-Erkrankungen in Deutschland weit häufiger durch Viren 
(136.835 Fälle) als durch bakterielle und parasitäre Erreger (100.202 Fälle) verursacht werden. 
Allein die 88.702 gemeldeten Noroviruserkrankungen im Jahr 2013 verdeutlichen deren große 
Bedeutung (RKI, 2014). Bei diesem Erreger spielt neben der direkten Übertragung von Mensch zu 
Mensch vor allem der indirekte Übertragungsweg eine bedeutende Rolle (Cliver, 1997). Infizierte 
Personen können unbemerkt hohe Virusmengen ausscheiden und somit im Lebensmittelbereich 
sowohl Arbeitsbereiche als auch Produkte bei deren Herstellung kontaminieren (Carter, 2005). Des 
Weiteren können Noroviren über kontaminierte Fäkalabwässer in die Nahrungsmittelkette 
gelangen (Carter, 2005). 
Es wird diskutiert, ob neben Noroviren auch Influenzaviren, wie zum Beispiel H5N1 und H1N1, 
durch Lebensmittel übertragbar sind. In diesem Zusammenhang ist noch wenig zur Tenazität 
dieser Viren in rohen Fleischerzeugnissen bekannt. 
Während Influenza- und Noroviren in Lebensmitteln im Herstellungsprozess durch ausreichende 
Erhitzung inaktiviert werden (Cannon et al., 2006; Mormann et al., 2010; Tuladhar et al., 2012), 
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könnten roh zu verzehrende Produkte ein Gefahrenpotential für den Verbraucher darstellen. In 
Deutschland sind vor allem kurzgereifte Rohwürste wie Mettwurst und Teewurst, aber auch 
gereifte Fleischerzeugnisse wie Salami sehr beliebt (BVDF, 2012). Bei der Herstellung von 
Rohwurstprodukten garantiert die Verwendung von Starter- und Schutzkulturen, insbesondere von 
Milchsäurebakterien und Mikrokokken, eine gleichbleibende Qualität und Sicherheit der Produkte 
(Hammes und Knauf, 1994). Vor allem Milchsäurebakterien sind als Schutzkulturen in der Lage, 
Bacteriocine zu bilden, die unerwünschte Mikroorganismen inaktivieren oder deren Vermehrung 
hemmen und so eine natürliche Konservierung bewirken (Kröckel, 1998). Bislang wurde diese 
Wirkung in Wurstwaren vor allem gegenüber bakteriellen Erregern, z. B. Listeria monocytogenes, 
getestet (Abee et al., 1995; Hartmann et al., 2013). Ob jedoch mit Starter- und Schutzkulturen 
auch eine antivirale Wirkung in Lebensmitteln erzielt werden kann, ist weitgehend unerforscht. 
Anhand von in-vitro-Studien konnten antivirale Wirkungen von bakteriellen Überständen und 
Bacteriocinen gegenüber Herpes-, Polio-, Masern-, Geflügelinfluenza- (H7N7) und Coxsackieviren 
bereits beschrieben werden (Wachsman et al., 1999; Serkedjieva et al., 2000; Wachsman et al., 
2003; Todorov et al., 2005; Choi et al., 2009). 
Daher wurde in vorliegender Studie untersucht, inwieweit Starter- und Schutzkulturen sowie 
D,L-Milchsäure zur Inaktivierung von lebensmittelassoziierten Viren während der Reifung und 
Lagerung von kurzgereiften Rohwürsten beitragen können. Da humane Noroviren bzw. einige 
Influenzaviren nicht in Zellkulturen vermehrungsfähig sind, wurde mit den zellkulturgängigen 
Surrogaten - murinem Norovirus (MNV) und Influenza A Virus H1N1 (H1N1) - gearbeitet. 
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Material und Methoden 
Zellkultur, Virusvermehrung und –nachweis 
Zur Vermehrung und zum Nachweis von MNV (MNV S 99, Dr. Schreier, RKI, Berlin) und Influenza 
A Virus H1N1 (Stamm A/WSN/33, Dr. Stech, FLI, Riems) wurden die murine monocytäre 
Makrophagenzelllinie RAW 264.7 (ATCC-TIB-71) bzw. Madin-Darby canine kidney Zelllinie 
(MDCK+, RHI 671, FLI, Riems) verwendet. Analog der Beschreibung von Karnath (2011) wurde 
die Vermehrung von MNV durchgeführt. Die Kultivierung der MDCK+-Zelllinie erfolgte in DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle‘s Medium, Biochrom, Berlin, Deutschland, FG 0445), einem 
Flüssigmedium mit stabilem Glutamin, 5 % fetalem Kälberserum (Biochrom, S 0115) und 1 % 
nichtessentiellen Aminosäuren (Biochrom, K 0293) bei 37 °C und 5 % CO2. Zur Verhinderung einer 
Wachstumshemmung der später zu prüfenden Starterkulturen wurde antibiotikafreies 
Zellkulturmedium verwendet. Die Titration erfolgte bei beiden Viren in 96-well-Zellkulturplatten. 
Nach drei und sechs Tagen wurden die Zellkulturen lichtmikroskopisch auf das Vorhandensein 
eines zytopathischen Effekts geprüft. Die Bestimmung der Infektiosität mittels Virustitration erfolgte 
nach der Methode von Spearman und Kaerber (Horzinek, 1985), wobei Virustiterreduktionen als 
log10TCID50 angegeben wurden. 
Starter- und Schutzkulturen 
Ausgewählte rohwurstrelevante Bakterienkulturen wurden für die Untersuchungen genutzt. Hierbei 
wurden aus Rohwurst isolierte Feldstämme (Lb. paracasei 1 - Salami; Lb. curvatus 1 – 
luftgetrocknete Rohwurst), typisierte Referenzstämme (Lb. sakei 1 – DSMZ 6333; S. carnosus 1 – 
DSMZ 20501; S. xylosus 1 – DSMZ 20266; K. varians 1 – DSMZ 20033) sowie eine kommerzielle 
Starter- und Schutzkultur (Lb. plantarum 1) geprüft. Die Differenzierung der Bakterienstämme 
erfolgte mittels API-50 CH und API-ID32-STAPH Testkit (bioMérieux, Marcy l´Etoile, Frankreich, 
50300/32500) sowie MALDI-TOF MS (Matrix assisted laser desorption and ionisation time of flight 
mass spectrometry) (MALDI-Biotyper, Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland) analog der von 
Albert et al. (2011) beschriebenen Vorgehensweise.  
Milchsäurebakterien wurden auf MRS-Agar (de Man Rogosa und Sharpe Agar, MERCK, 
Darmstadt, Deutschland, TN1201) bei 30 °C für 72 h inkubiert. Anschließend erfolgte eine 
Subkultivierung der einzelnen Kolonien in MRS-Bouillon (MERCK, 1.10493) für 24 h (30 °C). Diese 
Kulturen wurden in einem Verdünnungsverhältnis von 1:10 in neue MRS-Bouillon überführt und bei 
22 °C für weitere 24 h inkubiert. Im Anschluss wurden die Flüssigkulturen zentrifugiert (10000×g; 
4 °C; 15 min), der Überstand verworfen und das Pellet in 30 ml sterilem PBS (Phosphatgepufferte 
Salzlösung, pH 7,4) resuspendiert und in definierter Anzahl dem Wurstbrät beigemischt (1 ml 
Bakterienlösung/100 g Brät). 
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Staphylococcus spp. und Kocuria varians 1 wurden auf Plate count Agar (SIFIN, Berlin, 
Deutschland, TN1189) für 24 h (37 °C) angezüchtet. Anschließend erfolgte eine Subkultivierung in 
Hirn-Herz-Bouillon (MERCK, 1.10493) für weitere 24 h bei 37 °C. Die Kulturen wurden in einem 
Verdünnungsverhältnis von 1:10 in frische Hirn-Herz-Bouillon überführt und bei 22 °C für weitere 
24 h inkubiert. Die weitere Handhabung bis zur Beimpfung des Wurstbrätes erfolgte analog der 
Beschreibung für Milchsäurebakterien. 
An den entsprechenden Probenahmetagen (Abb. 1) wurden zum Nachweis von 
Enterobacteriaceae DHL-Agar (Desoxycholat-Hydrogen-Sulfide-Lactose-Agar, MERCK, 1.11435; 
37 °C, 24 h, aerob), von Staphylococcus spp. MSA-Agar (Mannit-Kochsalz-Agar, Oxoid, 
Basingstoke, England, CM 0085; 36 °C 36 h, aerob) und von Lactobacillus spp. MRS-Agar (30 °C, 
72 h, aerob) verwendet. Die Berechnung der Keimzahlen erfolgte nach § 64 des Lebensmittel- und 
Futtermittelgesetzbuches (Amtliche Sammlung L 06.00-18). 
Herstellung von Rohwurstbrät 
Als Grundrezeptur für die Herstellung von frischer Mettwurst wurden pro 1 kg vorzerkleinertes 
Schulterfleisch (schier, 5 mm) bzw. für die Herstellung von Teewurst pro 1 kg Rohmaterial (2/3 
Schweinefleisch SI und 1/3 Rückenspeck V) jeweils 25 g Natriumchlorid (Carl Roth, Karlsruhe, 
Deutschland, 9265.1), 5 g Dextrose (VWR, Darmstadt, Deutschland, 1.08337) und 150 mg 
Natriumnitrit (MERCK, 1.06544) zugesetzt. 
Versuchsreihen mit Rohwurstbrät 
Im Mettwurstbrät wurde der Einfluss von D,L-Milchsäure (Carl Roth, 8994) auf die Infektiosität von 
MNV und H1N1 (Abbildung 1, A) sowie die Wirkung von Starterkulturen (Lb. sakei 1; 
Lb. curvatus 1; Lb. paracasei 1; Lb. plantarum 1) auf MNV (Abbildung 1, B) geprüft. Darüber 
hinaus wurde in feinzerkleinertem Teewurstbrät der Effekt von einzelnen Starterkulturen (Kulturen 
entsprechend dem Mettwurstbrät) bzw. Mehrstamm-Mischkulturen (Lb. curvatus 1 mit jeweils 
S. carnosus 1; S. xylosus 1 oder K. varians 1) auf die Infektiosität von MNV untersucht 
(Abbildung 1, C). Als Zytotoxizitätskontrollen wurden virusfreies Wurstbrät mit und ohne Zusatz 
von D,L-Milchsäure bzw. Starterkulturen eingesetzt. Die Versuchsreihen mit D,L-Milchsäure 
wurden zweimal im fünffachen Ansatz durchgeführt, alle weiteren einmal im fünffachen Ansatz. Die 
weitere Vorgehensweise ist der Abbildung 1 zu entnehmen. Zur Beurteilung des 
Fermentationsprozesses wurden in allen Versuchsreihen der pH-Wert (Symp Hony SB 70P, VWR) 
und aw-Wert (AQUA LAB Model Series 3 TE, Decagon Devices, Washington, USA) an den 
entsprechenden Tagen bestimmt (Abbildung 1). 
3 Veröffentlichungen 
 40 
 
Abbildung 1: Fließschema zu Versuchsreihen mit Rohwurstbrät 
 (*: 90 % ige D,L-Milchsäure 1:1 vorverdünnt mit PBS (pH 7,4); AT: Ausgangstiter; 
KbE: koloniebildende Einheiten; PBS: Phosphatgepufferte Salzlösung (pH 7,4);  
aw-Wert: Wasseraktivität; TCID50: Tissue culture infectious dose 50; PES: Polyethersulfon) 
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Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels IBM SPSS Statistics 20. Für die Versuchsreihen mit 
Mettwurstbrät wurden die Virustiterreduktionen nach 24 Stunden Lagerung sowie deren 
Signifikanzen im Vergleich zur Kontrolle und zum Tag 0 mit dem Mann-Whitney U-Test ermittelt. 
Im Teewurstbrät wurden die Virustiterreduktionen nach drei bzw. sieben Tagen Lagerung sowie 
deren Signifikanzen im Vergleich zur Kontrolle und zum Tag 0 ebenso mit dem Mann-Whitney 
U-Test bestimmt. Die grafischen Darstellungen wurden mit dem Programm SigmaPlot 11.0 erstellt. 
Ergebnisse: 
Einfluss von D,L-Milchsäure auf die Infektiosität von MNV und H1N1 in Mettwurstbrät 
Bereits direkt nach dem Einmischen der Influenzaviren in das Wurstbrät konnte eine vom pH-Wert 
abhängige Virustiterreduktion festgestellt werden. Während bei einem pH-Wert von 5,9 
(Kontrollgruppe - Brät ohne D,L-Milchsäure Zusatz) mittlere Virustiter von bis zu 
3,95 log10TCID50/ml ermittelt wurden, waren diese Werte bei pH 5,5 um 0,8 log-Stufen reduziert. 
Unterhalb von pH 5,5 konnten keine Influenzaviren mehr nachgewiesen werden (Nachweisgrenze: 
2,5 log10TCID50/ml). Nach einem Tag Lagerung bei 22 °C wurden zusätzliche Infektiositätsverluste 
von H1N1 festgestellt (pH 5,9 bis 1 log-Stufe). 
Unabhängig vom pH-Wert des Brätes unterschieden sich die mittleren Virustiter von MNV direkt 
nach dem Einmischen nicht voneinander. Beispielsweise konnten bei den pH-Werten 5,2 und 5,9 
mittlere Virustiter von MNV zwischen 5,35 und 5,45 log10TCID50/ml ermittelt werden. Nach einem 
Tag Lagerung wurden jedoch weniger infektiöse Viruspartikel von MNV wiedergefunden, wobei mit 
abnehmendem pH-Wert ebenso die Virustiter abnahmen. Bei einem pH-Wert vom 5,9 
(Kontrollgruppe) betrug die maximale mittlere Virustiterreduktion nach 24 h Lagerung 
0,15 log-Stufen. Bei pH 5,2 wurde MNV hingegen um 0,7 log-Stufen reduziert. Die letztgenannten 
Reduktionen unterschieden sich nicht signifikant (p>0,05) voneinander. An beiden Versuchstagen 
konnte im Mettwurstbrät ein konstanter aw-Wert von 0,978 (Mittelwert) festgestellt werden. 
Einfluss einzelner Starterkulturen auf die Infektiosität von MNV in Mettwurstbrät 
Zur Erstellung dieser Daten wurde nur mit MNV gearbeitet, da in Vorversuchen das Influenzavirus 
H1N1 auch nach der Verwendung von hohen Kontaminationstitern nicht mehr in Starterkultur-
haltigem Brät nachweisbar war (Daten nicht gezeigt). 
Direkt nach dem Einimpfen von MNV (Ausgangstiter: 8,3 log10TCID50/ml) konnten infektiöse 
Viruspartikel mit Titern zwischen 4,70 und 5,00 log10TCID50/ml im Brät wiedergefunden werden. 
Bereits nach einem Tag Lagerung unterschieden sich die mittleren MNV-Virustiter signifikant zum 
Tag 0 (p<0,05) unabhängig von der verwendeten Starterkultur. Im Vergleich zur Kontrolle (Brät 
ohne Starterkultur) konnten nach 24 h Lagerung jedoch keine signifikant unterschiedlichen 
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mittleren Virustiterreduktionen mit den verwendeten Starterkulturen festgestellt werden (p>0,05). 
Die stärksten mittleren Virustiterreduktionen zwischen Tag 0 und 1 wurden mit Lb. plantarum 1 und 
Lb. sakei 1 erzielt. Insgesamt konnte festgestellt werden, dass das MNV bereits nach 24 h 
mindestens um 1,15 log-Stufen im Brät reduziert wurde (Tabelle 1). 
Die Absenkung des pH-Wertes (von 6,2 auf 5,6) und die Vermehrung zugesetzter Starterkulturen 
(bis 109 KbE/g Brät) waren produkttypisch. Die Enterobacteriaceae-Keimzahlen lagen an beiden 
Versuchstagen unterhalb ihrer Nachweisgrenze von 1,0×102 KbE/g. Die aw-Werte des Wurstbrätes 
(0,979 - Mittelwert) blieben an beiden Versuchstagen konstant. 
Einfluss einzelner Starterkulturen auf die Infektiosität von MNV in feinzerkleinertem 
Teewurstbrät 
Direkt nach dem Einimpfen von MNV (Ausgangstiter: 7,00 log10TCID50/ml) wurden infektiöse 
Viruspartikel mit Titern zwischen 3,95 und 4,35 log10TCID50/ml im Brät wiedergefunden. 
Unabhängig von der verwendeten Starterkultur konnte bereits nach drei Tagen Lagerung ein 
signifikanter Unterschied des mittleren Virustiters von MNV im Vergleich zum Versuchsbeginn im 
Teewurstbrät verzeichnet werden (p<0,05). Nach dem dritten Tag nahmen die mittleren 
Virustiterreduktionen der einzelnen Proben nicht mehr signifikant zu (p>0,05). Ebenso zeigten sich 
im Vergleich zur Kontrolle (Brät ohne Starterkultur) keine signifikant unterschiedlichen 
Virustiterreduktionen von MNV bei allen verwendeten Starterkulturen nach drei bzw. sieben Tagen 
(Tabelle 1). 
Tabelle 1: Einfluss einzelner Starterkulturen auf die mittlere Virustiterreduktion von MNV in 
Mett- und Teewurstbrät 
 Mettwurstbrät Teewurstbrät 
mittlere Virustiterreduktion* [log10TCID50] (± sd) 
Starterkultur 
nach 24 h zwischen Tag 0 und 3 
zwischen 
Tag 0 und 7 
Lb. sakei 1 1,65 (± 0,29) 
0,65 
(± 0,38) 
0,65 
(± 0,60) 
Lb. curvatus 1 1,15 (± 0,63) 
0,60 
(± 0,28) 
0,75 
(± 0,18) 
Lb. paracasei 1 1,20 (± 0,11) 
1,25 
(± 0,35) 
0,90 
(± 0,38) 
Lb. plantarum 1 1,40 (± 0,45) 
1,05 
(± 0,37) 
0,70 
(± 0,37) 
ohne (Kontrolle) 1,15 (± 0,38) 
0,70 
(± 0,48) 
0,75 
(± 0,47) 
Lb.: Lactobacillus; sd: Standardabweichung; TCID50: Tissue culture infectious dose 50;  
*: n=5, signifikanter Unterschied im Vergleich zum Tag 0 (p<0,05) 
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Zu Beginn der Versuchsreihe lag der pH-Wert des Wurstbrätes bei 5,7. Dieser nahm bis zum 
dritten Lagerungstag kontinuierlich ab (pH 4,9 bis 5,0; Abbildung 2) und blieb anschließend 
konstant.  
 
Abbildung 2: Verlauf des pH-Wertes in feinzerkleinertem Teewurstbrät mit Starterkulturen 
(Lb.: Lactobacillus; Kontrolle: Wurstbrät ohne Starterkultur) 
Während die verwendeten Starterkulturen bereits nach drei Tagen ihre höchsten Keimgehalte von 
bis zu 2,0×109 KbE/g erreichten, konnten vergleichbare Werte bei der Kontrollgruppe (Brät ohne 
Starterkultur) erst am siebten Tag erzielt werden. Die Enterobacteriaceae-Keimzahlen lagen zu 
Beginn der Versuchsreihe sowie nach sieben Tagen Lagerung unterhalb der Nachweisgrenze von 
1,0×102 KbE/g. Die am Tag 7 mittels MALDI-TOF MS ermittelten Bakterienspezies stimmten mit 
den zu Beginn in das Teewurstbrät eingearbeiteten überein. Eine Ausnahme bildeten die 
Probenansätze mit Lb. paracasei 1. Diese Spezies wurde von dem im Probenmaterial 
nachgewiesenen Lb. sakei verdrängt. In den Kontrollansätzen konnte am Tag 7 ebenfalls Lb. sakei 
als Eigenflora ermittelt werden. Die aw-Werte des Teewurstbrätes betrugen zu Beginn im Mittel 
0,976 und nach sieben Tagen Lagerung 0,975. 
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Einfluss von Starterkulturmischungen auf die Infektiosität von MNV in feinzerkleinertem 
Teewurstbrät 
Direkt nach dem Einimpfen von MNV (Ausgangstiter: 7,30 log10TCID50/ml) wurden infektiöse 
Viruspartikel mit Titern zwischen 3,60 und 4,15 log10TCID50/ml im Brät wiedergefunden. Die 
generierten Daten zeigen, dass unabhängig der Verwendung von Starterkulturmischungen bereits 
nach drei Tagen Lagerung ein signifikanter Unterschied des mittleren Virustiters von MNV im 
Vergleich zum Versuchsbeginn im Teewurstbrät zu verzeichnen war (p<0,05). Des Weiteren 
konnte eine mittlere Virustiterreduktion von bis zu 0,95 log-Stufen bis zum dritten Tag der 
Lagerung festgestellt werden (Tabelle 2). Ebenso nahm der pH-Wert im Brät bis zum dritten Tag 
ab und erreichte Werte von pH 4,9 bis 5,0, welche bis zum siebenten Tag auf diesem Niveau 
blieben (Abbildung 3). 
Tabelle 2: Einfluss von Mehrstamm-Mischkulturen auf die mittlere Virustiterreduktion von 
MNV in Teewurstbrät 
 mittlere Virustiterreduktion* [log10TCID50] (± sd) 
Starterkultur zwischen Tag 0 und 3 
zwischen 
Tag 0 und 7 
Lb. curvatus 1 0,95 (± 0,27) 
0,80 
(± 0,48) 
Lb. curvatus 1 + S. carnosus 1 0,90 (± 0,22) 
0,85 
(± 0,45) 
Lb. curvatus 1 + S. xylosus 1 0,65 (± 0,42) 
0,95 
(± 0,33) 
Lb. curvatus 1 + K. varians 1 0,85 (± 0,22) 
1,10 
(± 0,14) 
ohne (Kontrolle) 0,60 (± 0,27) 
0,90 
(± 0,29) 
Lb.: Lactobacillus; K.: Kocuria; S.: Staphylococcus; sd: Standardabweichung; 
TCID50: Tissue culture infectious dose 50; *: n=5, signifikanter Unterschied im Vergleich zum Tag 0 (p<0,05) 
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Abbildung 3: Verlauf des pH-Wertes in feinzerkleinertem Teewurstbrät mit 
Startermischkulturen 
(Lb.: Lactobacillus; S.: Staphylococcus; K.: Kocuria; Kontrolle: Wurstbrät ohne 
Starterkultur) 
Während die mittleren Virustiterreduktionen durch die eingesetzten Starterkulturen Lb. curvatus 1 
bzw. Lb. curvatus 1 in Kombination mit S. carnosus 1 zwischen Tag 3 und 7 nicht weiter anstiegen, 
konnte nach dem dritten Tag eine zusätzliche mittlere Reduktion von 0,3 log-Stufen bei der 
Starterkulturen-Kombination Lb. curvatus 1 mit S. xylosus 1 und Lb. curvatus 1 mit K. varians 1 
beobachtet werden. Gleiches war beim Kontrollansatz (Brät ohne Starterkulturen) feststellbar 
(Tabelle 2). Die Kombination aus Lb. curvatus 1 und K. varians 1 erreichte die stärkste mittlere 
MNV-Titerreduktion von 1,1 log10TCID50. Im Vergleich zur Kontrolle (Brät ohne Starterkultur) bzw. 
zum Brät mit Lb. curvatus 1 konnten jedoch nach drei bzw. sieben Tagen keine signifikant 
unterschiedlichen mittleren Virustiterreduktionen mit allen verwendeten Starterkulturmischungen 
erzielt werden (p>0,05).  
Die am Tag 7 mittels MALDI-TOF MS ermittelten Bakterienspezies stimmten mit den am Tag 0 in 
das Teewurstbrät eingearbeiteten Bakterienspezies überein. In den Kontrollansätzen konnte am 
Tag 7 Lb. sakei als Eigenflora ermittelt werden. Während die Staphylokokken- und Kocuria 
varians-Keimgehalte bis zum siebenten Tag 106 KbE/g betrugen, stieg der Keimgehalt von 
Lb. curvatus 1 auf 109 KbE/g bis zum Tag 3 an und behielt diesen Wert bis zum Versuchsende bei. 
Enterobacteriaceae konnten nicht im Wurstbrät nachgewiesen werden (Nachweisgrenze: 
1×102 KbE/g). Die aw-Werte betrugen zu Beginn der Untersuchung im Mittel 0,976 und nach 
7 Tagen Lagerung 0,974. 
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Diskussion: 
Straube et al. (2010) und Albert et al. (2012) beobachteten eine Inaktivierung von Viren durch 
adäquate Säuerung in Rohwurstprodukten. In eigenen Untersuchungen zum Einfluss von 
D,L-Milchsäure auf die Infektiosität von MNV und Influenzavirus H1N1 in frischer Mettwurst konnte 
dies bestätigt werden. Vor allem das Influenzavirus H1N1 erwies sich als sehr säurelabil. Während 
bei einem pH-Wert von 5,9 das Influenzavirus an beiden Versuchstagen im Wurstbrät noch 
detektiert werden konnte, war dies bei pH-Werten unter 5,5 nicht mehr möglich. Diese erzielten 
Ergebnisse im Rohwurstbrät bestätigen die in-vitro-Ergebnisse von Scholtissek (1985), der eine 
irreversible Inaktivierung des Influenzavirus H1N1 bei einem pH-Wert von 5,6 in einer kurzen 
Zeitspanne von wenigen Minuten beschrieb. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass eine 
ausreichende Säuerung, unabhängig vom verwendeten Medium, zur Inaktivierung von H1N1 
innerhalb kurzer Zeit führt. Der vom pH-Wert abhängige Verlust der Hämagglutinations-Aktivität 
und somit die Inaktivierung von Influenzaviren ist jedoch Subtyp-abhängig. Während der 
H1-Subtyp eine mittlere Stabilität aufweist, zählen Influenzaviren vom H3-Subtyp zu den 
pH-Wert-stabilsten (Scholtissek, 1985). So konnten Straube et al. (2010) in in-vitro-
Untersuchungen selbst nach 24-stündiger Exposition mit D,L-Milchsäure (pH 4,4-4,7) noch 
infektiöse H3N8-Partikel dokumentieren. In Rohwurst war infektionsfähiges H3N8 nach drei Tagen 
Lagerung bei 22 °C allerdings nicht mehr nachweisbar. 
MNV erwies sich in mit D,L—Milchsäure gesäuertem Mettwurstbrät zwar als säurestabiler, 
allerdings konnte eine zunehmende Virustiterreduktion mit abnehmendem pH-Wert nach 
24 Stunden Lagerung verzeichnet werden. MNV wurde von Cannon et al. (2006) als sehr 
säureresistent beschrieben. Während sie die Tenazität von MNV-1 in-vitro untersuchten, wurde in 
der hier durchgeführten Studie die Infektiosität von MNV S 99 in Rohwurst geprüft. Demzufolge ist 
ein direkter Vergleich der MNV-Subtypen nicht möglich, da diese gegebenenfalls verschiedene 
Toleranzen gegenüber pH-Werten im sauren Bereich aufweisen. Zusätzlich ist zu vermuten, dass 
die in den Versuchen eingesetzte Art der Säure eine Rolle im Inaktivierungsprozess spielt, so wie 
dies für Bakterien bekannt ist. Auch deshalb können Erkenntnisse aus in-vitro-Untersuchungen 
nicht kritiklos auf Lebensmittel transferiert werden. Da Rohwurstwaren aus einer Matrix mit 
verschiedensten Komponenten bestehen, könnten neben der Säure auch andere Inhaltsstoffe 
(u. a. Fett, Eiweiß, Gewürze, Enzyme) eine inaktivierende Wirkung auf das Virus haben. Mormann 
et al. (2010) stellten fest, dass die Wiederfindungsraten von Noroviren in Lebensmitteln mit 
mehreren Komponenten (Bsp. Salate) viel geringer waren, als bei oberflächenkontaminierten 
Produkten. Potenzielle Virus-inhibierende Effekte einzelner Lebensmittelkomponenten sollten 
demnach nicht außer Acht gelassen werden. 
In den Versuchsreihen zum Einfluss der Starterkulturen auf die Infektiosität von MNV in Mettwurst 
konnte keine der getesteten Milchsäurebakterien-Spezies das Virus signifikant stärker im Vergleich 
zur Kontrolle reduzieren. Jedoch wiesen Lb. sakei 1 und Lb. plantarum 1 das größte 
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Reduktionspotential für MNV im Mettwurstbrät auf. Insgesamt zeigte dieser Versuch, dass sich 
bereits nach einem Tag Lagerung die mittleren Virustiter von MNV unabhängig von der 
Verwendung der Starterkulturen signifikant im Vergleich zum Tag 0 unterschieden. Ob es nur an 
der schnellen Säuerung des Produktes lag oder andere Metaboliten hierbei eine entscheidende 
Rolle spielten, konnte im Rahmen der Studie nicht geklärt werden. 
In feinzerkleinerter Teewurst konnten weder eine einzelne Starterkultur der Gattung Lactobacillus 
noch Starterkulturmischungen MNV signifikant stärker im Vergleich zur Kontrolle (Brät ohne 
Starterkultur) reduzieren. Mit den einzelnen Starterkulturen war nach sieben Tagen Reifung eine 
mittlere Virustiterreduktion von MNV zwischen 0,65 und 0,9 log-Stufen zu erzielen. Diese 
Reduktionen wurden hingegen bei den Versuchsreihen mit Mehrstamm-Mischkulturen bereits nach 
drei Tagen erreicht. Darüber hinaus konnte bei zwei Kulturmischungen (Lb. curvatus 1 mit 
S. xylosus 1 bzw. Kocuria varians 1) nochmals eine zusätzliche mittlere Virustiterreduktion von 
0,3 log-Stufen bis zum 7. Tag festgestellt werden. Demnach entfalten Starterkulturmischung eine 
schnellere antivirale Wirkung auf MNV als Einzelkulturen. Unabhängig von der Verwendung der 
Starterkulturen bzw. -mischungen konnte bereits nach drei Tagen Lagerung ein signifikanter 
Unterschied des mittleren Virustiters von MNV im Vergleich zum Starttag im Teewurstbrät 
verzeichnet werden. 
Zusammenfassend ist zu schlussfolgern, dass Milchsäure sowohl im Zusammenhang mit 
Influenzaviren als auch mit MNV die Produktsicherheit erhöht. Im Trend zeigte sich mit 
abnehmendem pH-Wert eine Zunahme der Virustiterreduktion. Vor allem Mettwurstprodukte gelten 
nach einer adäquaten Säuerung (< pH 5,5) im Zusammenhang mit H1N1 als sicher. Insgesamt 
zeigen die Ergebnisse, dass Starterkulturen die Sicherheit von Rohwürsten im Zusammenhang mit 
viralen Erregern zwar nur geringfügig verbessern, dennoch auf ihre Verwendung in der 
Rohwurstherstellung nicht verzichtet werden sollte, da sie der Standardisierung der Produkte und 
dem Schutz vor bakteriellen Pathogenen bzw. Verderbniserregern dienen (Abee et al., 1995; 
Kröckel, 1998). 
 
Danksagung: 
Dieses Vorhaben wurde aus Mitteln der industriellen Gemeinschaftsforschung (Bundesministerium 
für Wirtschaft und Technologie (BMWi) via AiF über den Forschungskreis der Ernährungsindustrie 
e.V. (FEI) sowie dem Bundesverband der Deutschen Fleischwarenindustrie e.V. gefördert. AiF-
Projekt Nr. AiF-FV 16509 BR. Wir danken Frau Nadine Roßner für die gute technische 
Unterstützung. 
 
3 Veröffentlichungen 
 48 
Literaturverzeichnis 
 
Abee T, Kröckel L, Hill C (1995): Bacteriocins: Modes of action and potentials in food 
preservation and control of food poisoning. Int J Food Microbiol 28(2): 169–185. 
Albert T, Große-Herrenthey A, Lange-Starke A, Kröckel L (2011): Identifizierung von 
Staphylokokken aus Rohschinkenaufschnitt. Rundschau Fleischhygiene, 
Lebensmittelüberwachung 63: 387–390. 
Albert T, Straube J, Manteufel J, Heinze J, Truyen U, Fehlhaber K (2012): Survival time of 
viruses in raw sausage. Influence of ripening and storage temperature. Fleischwirtschaft 92(7): 86–
90. 
ASU L 06.00-18: Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB 
„Untersuchung von Lebensmitteln; Bestimmung der aeroben Keimzahl bei 30 °C in Fleisch und 
Fleischerzeugnissen; Spatel- und Plattengußverfahren (Referenzverfahren)“. 
Bundesverband der Deutschen Fleischwarenindustrie e.V. (BVDF) (2012): Fleisch und 
Fleischwaren weiter sehr beliebt. (zitiert vom 22.01.2013) 
<http://www.bvdf.de/presse/mgv2012_pressemeldung/> 
Cannon JL, Papafragkou E, Park GW, Osborne J, Jaykus LA, Vinje J (2006): Surrogates for 
the study of norovirus stability and inactivation in the environment: A comparison of murine 
norovirus and feline calicivirus. J Food Prot 69(11): 2761–2765. 
Carter MJ (2005): Enterically infecting viruses: pathogenicity, transmission and significance for 
food and waterborne infection. J Appl Microbiol 98(6): 1354–1380. 
Choi HJ, Song JH, Ahn YJ, Baek SH, Kwon DH (2009): Antiviral activities of cell-free 
supernatants of yogurts metabolites against some RNA viruses. Euro Food Res Technol 228(6): 
945–950. 
Cliver, DO (1997): Virus transmission via food. Food Technol 51(4): 71–78. 
Hammes WP und Knauf HJ (1994): Starters in the Processing of Meat-Products. Meat Sci 36(1-
2): 155–168. 
Hartmann T, Schnäckel W, Kröckel L (2013): Milchsäurebakterien als Schutzkulturen auf SB-
vorverpacktem Brühwurstaufschnitt. Fleischwirtschaft 93(7): 95-99. 
Horzinek MC (1985): Das Virus als Partikel. In: Horzinek MC (Hrsg.), Kompendium der 
allgemeinen Virologie. Paul Parey Verlag, Berlin, Hamburg, 13–75. 
3 Veröffentlichungen 
 49 
Karnath C (2011): Etablierung eines Keimträgermodells zur Prüfung der viruziden Wirksamkeit 
von Desinfektionsmitteln. Leipzig, Deutschland, Veterinärmedizinische Fakultät der Universität 
Leipzig, Diss. 
Kröckel L (1998): Biokonservierung von Fleischerzeugnissen. Forschungsreport 2/1998: 26–29, 
Bundesanstalt für Fleischforschung Kulmbach. 
Mormann S, Dabisch-Ruthe M, Becker B (2010): Inactivation of Norovirus in foods. 
Fleischwirtschaft 90(3): 116–121. 
Robert Koch-Institut (RKI) (2014): Aktuelle Statistik meldepflichtiger Infektionskrankheiten, 
Deutschland, 52. Woche 2013 (Datenstand: 15.01.2014). Epidemiologisches Bulletin 3/2014: 30–
32. 
Scholtissek C (1985): Stability of infectious influenza-A viruses to treatment at low pH and 
heating. Arch Virol 85(1-2):1–11. 
Serkedjieva J, Danova S, Ivanova I (2000): Antiinfluenza virus activity of a bacteriocin produced 
by Lactobacillus delbrueckii. Appl Biochem Biotechnol 88(1–3): 285–298. 
Straube J, Manteufel J, Heinze J, Fehlhaber K, Truyen U, Albert T (2010): Low pathogenic 
avian influenza viruses (H3N8, H5N6): In vitro influence of D,L-lactic acid and sodium chloride on 
infectivity and virus persistence in short fermented raw poultry sausage. Food Environ Virol 2(2): 
74–82. 
Todorov SD, Wachsman MB, Knoetze H, Meincken M, Dicks LMT (2005): An antibacterial and 
antiviral peptide produced by Enterococcus mundtii ST4V isolated from soya beans. Int J 
Antimicrob Agents 25(6): 508–513. 
Tuladhar E, Bouwknegt M, Zwietering MH, Koopmans M, Duizer E (2012): Thermal stability of 
structurally different viruses with proven or potential relevance to food safety. J Appl Microbiol 
112(5):1050–1057. 
Wachsman MB, Castilla V, Holgado AP, de Torres RA, Sesma F, Coto CE (2003): Enterocin 
CRL35 inhibits late stages of HSV-1 and HSV-2 replication in vitro. Antiviral Res 58(1): 17–24. 
Wachsman MB, Farias ME, Takeda E, Sesma F, Holgado APD, de Torres RA, Coto CE (1999): 
Antiviral activity of enterocin CRL35 against herpesviruses. Int J Antimicrob Agents 12(4): 293–
299. 
 
4 Übergreifende Diskussion 
 50 
4 Übergreifende Diskussion 
4.1 Antivirale Wirkung von bakteriellen Kulturüberständen und Bacteriocinen 
Aus der Literatur geht hervor, dass verschiedenste Bakterien sowie deren Bacteriocine, aber auch 
komplexer zusammengesetzte bakterielle Kulturüberstände eine antivirale Wirksamkeit gegenüber 
behüllten und unbehüllten Viren entfalten können. Inwieweit lebensmittelassoziierte Viren unter 
rohwurstrelevanten Bedingungen durch diese inaktiviert werden können, ist bisher allerdings 
unbekannt. In eigenen Untersuchungen wurde dieser Aspekt näher untersucht. Hierzu wurden 
einerseits Bacteriocine (Sakacin A, Nisin) bei 24 °C über drei Tage (pH 6,2) gemeinsam mit 
MNV S 99 und H1N1 exponiert, andererseits wurde die Viruzidie von 29 verschiedenen 
rohwurstrelevanten Kulturüberständen auf MNV S 99 unter gleichen Lagerbedingungen geprüft. 
Genannte Versuchsreihen dienten als Screening, um etwaige Effekte zu eruieren.  
Die ermittelten Daten belegen, dass mit den Bacteriocinen Sakacin A und Nisin weder eine 
Virustiterreduktion von H1N1 noch von MNV S 99 unter rohwurstrelevanten Bedingungen erzielt 
werden konnte. Ob weitere Wiederholungen eigener Versuchsreihen zu anderen Ergebnissen 
führen würden, ist fraglich, weil selbige Bacteriocine gegenüber Newcastle Disease Virus (NDV) 
und felines Herpesvirus (FHV) (siehe Kapitel 3.1) ebenso wirkungslos waren. Da auch der 
Sakacin A-produzierende Lb. sakei 1-Stamm weder in Versuchen mit Kulturüberständen noch in 
Versuchen mit viruskontaminiertem Wurstbrät eine viruzide Wirkung zeigte, kann davon 
ausgegangen werden, dass dieses Bacteriocin als viruzider Zusatzstoff für Rohwürste ungeeignet 
ist. Gleiches wird für Nisin angenommen.  
In weiteren eigenen Untersuchungen wurde die Viruzidie von 29 verschiedenen 
rohwurstrelevanten Kulturüberständen auf MNV S 99 geprüft. Nur ein Lb. curvatus –Stamm führte 
dabei zur signifikant höheren Virustiterreduktion des genannten Virus als im Vergleich zur Kontrolle 
(virushaltige MRS-Bouillon ohne Starterkultur) (p < 0,05). Dieses Ergebnis bestätigt die Erkenntnis 
von BOTIĆ et al. (2007), dass die Erzeugung von antiviralen Metaboliten Bakteriestamm-spezifisch 
ist.  
Auch SHEARER et al. (2014) erkannten, dass die virale Vermehrung von MNV-1 und Tulane Virus 
in Anwesenheit eines zellfreien Kulturüberstandes von Bacillus subtilis 168 beziehungsweise 
Enterococcus faecalis ATCC 19433 geringfügig (bis 1 log-Stufe) gehemmt wird, während fünf 
weitere getestete Einzelstamm-Kulturen und eine probiotische Mehrstamm-Mischkultur keine 
Wirkung zeigten.  
Warum bei 28 Zellkulturüberständen der eigenen Arbeit kein antiviraler Effekt ermittelt wurde, ist 
fraglich. Entweder besitzen diese kein antivirales Potential oder sie entfalten ihr viruzides Potential 
erst in einem anderen Medium. Letzteres stellten auch CHOI et al. (2009) fest. Diese 
beobachteten, dass der antivirale Effekt von einem zellfreien Joghurtüberstand auf drei 
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verschiedene Enteroviren um bis zu 48 % stärker war als der MRS-Bouillonüberstand, welcher mit 
gleichen Bakterien fermentiert wurde.  
In eigenen Untersuchungen konnte die viruzide Komponente des Lb. curvatus 1-Überstandes nicht 
abschließend charakterisiert werden. Einzig die ermittelte Größe (≤ 2 kDa), die Hitzeinstabilität, die 
Kälteresistenz sowie der Ausschluss von Wasserstoffperoxid und Säure beschreiben die viruzide 
Substanz näher. Als weiterführende Untersuchungen könnten die 
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie und gaschromatographische Massenspektrometrie 
genutzt werden. Problematisch ist allerdings, dass sich derartige niedermolekulare 
Massenkomponenten nur schwer aus Stoffgemischen aufreinigen und identifizieren lassen (NIKU-
PAAVOLA et al. 1999). So konnten NIKU-PAAVOLA et al. (1999) in einem Kulturfiltratgemisch von 
einem Lb. plantarum-Stamm zwar niedermolekulare Verbindungen identifizieren, das 
unfraktionierte Kulturfiltrat erwies sich jedoch als stärker antimikrobiell als ein Gemisch aus den 
isolierten Einzelkomponenten. Entweder konnten nicht alle niedermolekularen Verbindungen 
identifiziert werden oder diese wirken nur als Gemisch antimikrobiell. Derartige synergistische 
Effekte aus bakteriellen Überständen stammender Metabolite sind aus Studien im Zusammenhang 
mit Hefen, Pilzen und Bakterien bekannt (NIKU-PAAVOLA et al. 1999; STRÖM et al. 2002). 
Gegenstand weiterführender Untersuchungen könnte auch die Beschreibung der viruziden 
Wirkungsweise des Überstandes sein, da in dieser Arbeit nicht geklärt wurde, ob sich der antivirale 
Effekt direkt auf das Virus bezieht oder indirekt über eine Interaktion mit der Zellkultur 
hervorgerufen wurde.  
Da in eigenen Untersuchungen mit MNV-kontaminierten Rohwürsten kein antiviraler Effekt mit dem 
Lb. curvatus 1-Stamm beobachtet wurde, muss dessen Anwendung nicht anderen 
rohwurstrelevanten Starterkulturen vorgezogen werden. Ein weiterer interessanter Ansatzpunkt 
könnten jedoch in-vivo-Studien sein um zu prüfen, ob vom Überstand ein probiotischer Effekt 
ausgeht. Die Bedeutung von oral aufgenommenen Milchsäuebakterien als wirksamer Schutz vor 
einer Virusinfektion wurde bereits mehrfach in Versuchsreihen mit Mäusen im Zusammenhang mit 
Influenzaviren bestätigt (YASUI et al. 1999; KAWASE et al. 2010; KAWASHIMA et al. 2011; 
KOBAYASHI et al. 2011; TAKEDA et al. 2011). Die Wirkungsweise dieser Milchsäurebakterien 
beruht auf einer Immunmodulation im Organismus. KAWASHIMA et al. (2011) entdeckten einen 
Lb. plantarum–Stamm, der eine hohe Interleukin (IL)-12-induzierende Aktivität in peritonealen 
Makrophagen der Maus aufweist. Diese Aktivität wurde teilweise durch den Toll-like Rezeptor 
(TLR) 2 vermittelt. Gleichzeitig unterdrückte der Lb. plantarum–Stamm nach oraler Verabreichung 
die Immunglobulin E (IgE)-Produktion. Darüber hinaus wird die Interferon (IFN)-γ und IgA-
Produktion sowie die Aktivität natürlicher Killerzellen verbessert. Die Aktivierung der Th1-
Immunantwort und IgA-Produktion unterdrückt die Virusreplikation des Influenza-A Virus im 
Lungengewebe. KAWASHIMA et al. (2011) schließen daraus, dass sich dieser Stamm vorteilhaft 
bei der Aktivierung von Th1-Immunantworten auswirkt und eine virale Infektion verhindert. 
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KOBAYASHI et al. (2011) und TAKEDA et al. (2011) konnten ähnliche Ergebnisse sogar mit 
hitzeinaktivierten Lactobacillus spp. erzielen. Zusätzlich stellten TAKEDA et al. (2011) allerdings 
fest, dass dieser Effekt nur auf der immunmodulatorischen Aktivität basiert, da selbige Bakterien in 
Zellkulturversuchen mit einer MDCK-Zelllinie die Influenzaviren nicht inaktivierten. 
4.2 Einfluss von D,L-Milchsäure auf die Infektiosität von MNV S 99 und H1N1 in-vitro und in 
Rohwurst 
Für die Rohwurstfermentation werden Milchsäurebakterien mit vornehmlich homofermentativem 
Stoffwechsel verwendet, welche hauptsächlich Milchsäure während der Glukosefermentation 
bilden (HAMMES und KNAUF 1994). Darüber hinaus darf Milchsäure als Säuerungsmittel (E 270) 
dem Produkt zugesetzt werden (quantum satis) (ANONYMUS 1998). Welchen Einfluss 
D,L-Milchsäure auf die Infektiosität von murinem Norovirus S 99 und Influenzavirus H1N1 in-vitro 
und in kurzgereifter Rohwurst hat, ist bislang nicht bekannt. In der hier vorliegenden Arbeit wurde 
dieser Aspekt aufgegriffen und Untersuchungen in milchsäurehaltiger Pufferlösung (PBS) und 
D,L-Milchsäure-haltigem Mettwurstbrät mit MNV S 99 und H1N1 durchgeführt. Da während des 
Fermentationsprozesses von kurzgereiften Rohwürsten der pH-Wert im Brät abhängig vom 
Ausgangsmaterial meist von pH 6,2 auf 5,0 absinkt, wurde mit pH-Werten in diesem Bereich 
gearbeitet.  
Als Herausforderung erwies sich die in-vitro-Studie, da die Ausgangs-pH-Werte der 
Virussuspensionen beider Viren stark variierten, sodass keine Standardkonzentrationen für 
D,L-Milchsäure verwendet werden konnten.  
Die durchgeführten Versuchsreihen waren Bestandteil eines industriegeförderten Projektes, daher 
musste nach Vorgaben der Industriepartner in der in-vitro-Studie mit anderen Parametern 
gearbeitet werden als in den Untersuchungen mit Rohwurst (siehe Kapitel 3.1 und 3.2). In-vitro 
wurde eine dreitägige Fermentation stellvertretend für verschiedenste Rohwurstprodukte bei 24 °C 
simuliert. In viruskontaminiertem frischen Mettwurstbrät fand hingegen die Exposition mit 
D,L-Milchsäure nur für einen Tag bei 22 °C Berücksichtigung, da diese Produkte teilweise schon 
nach 24 h an den Endverbraucher abgegeben werden. Die erzielten Ergebnisse sind demnach 
nicht direkt vergleichbar. Dennoch konnten sowohl im Mettwurstbrät als auch in-vitro eine von 
D,L-Milchsäure ausgehende Virustiterreduktion von H1N1 und MNV S 99 beobachtet werden. Mit 
abnehmendem pH-Wert kam es zum steigenden Virustiterverlust. Dies stellten auch STRAUBE 
(2009), HEINZE (2010), STRAUBE et al. (2010) und STRAUBE et al. (2011) in ihren in-vitro-
Untersuchungen zum Einfluss von D,L-Milchsäure gegenüber Geflügelinfluenzaviren und dem 
humanen Norovirus-Surrogat FCV fest. In dem pH-Wert-Bereich von 3,2 bis 6,0 beobachteten sie 
bei 20 °C eine von D,L-Milchsäure ausgehende konzentrations- und zeitabhängige Viruzidie. Der 
festgestellte Effekt war im Bereich von pH-Wert 5,9 bis 6,0 jedoch nur gering ausgeprägt. Gleiches 
konnte mit den geprüften Viren in der eigenen Arbeit bei pH 5,8 im in-vitro-Modell bestätigt werden. 
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Darüber hinaus war die Virustiterreduktion von H1N1 und MNV S 99 in-vitro stärker ausgeprägt als 
im Wurstbrät. Dies könnte an der längeren Probenlagerung im in-vitro-Versuch gelegen haben. Die 
Reifetemperaturunterschiede von 2 °C spielen vermutlich eher eine untergeordnete Rolle. Darüber 
hinaus ist bekannt, dass organische Säuren in ihrer Wirksamkeit durch den Proteingehalt 
bestimmter Substanzen herabgesetzt werden (HAAS et al. 1995). Bezogen auf proteinreiches 
Mettwurstbrät wäre die verringerte Virusinaktivierung im D,L-Milchsäure-gesäuerten Wurstbrät im 
Vergleich zum Flüssigmedium somit erklärbar. Des Weiteren könnten Brätbestandteile eine 
schützende Schicht um die Viren ausbilden, was wiederum die niedrigen Wiederfindungsraten im 
Brät begründen würde. Geringere Wiederfindungsraten von hNV ermittelten ebenfalls MORMANN 
et al. (2010) in Mehrkomponenten-Lebensmitteln und Hackfleisch.  
Warum in-vitro bei einem pH-Wert von 5,0 für MNV S 99 höhere Virustiterreduktionen als mit H1N1 
erzielt werden konnten ist fraglich, da das unbehüllte MNV S 99 laut Literatur eigentlich stabiler 
sein müsste als die behüllten Influenzaviren. Denkbar wäre, dass aufgrund des höheren 
Ausgangsvirustiters von MNV S 99 im Vergleich zu H1N1 auch mehr Viruspartikel durch die Säure 
geschädigt werden konnten. Im Gegensatz dazu stehen die erzielten Ergebnisse im Mettwurstbrät. 
Hier war MNV S 99 im Vergleich zu H1N1 stabiler. Während H1N1 unterhalb von pH 5,5 bereits 
direkt nach dem Einmischen in das Wurstbrät nicht mehr nachgewiesen werden konnte, wurde 
MNV S 99 nach Initialkontakt mit dem Brät nicht inaktiviert. Erst nach einem Tag Lagerung ergab 
sich für dieses Virus eine vom pH-Wert abhängige Reduktion des Virustiters, wobei bei pH 5,2 
Werte von maximal 0,7 log-Stufen beobachtet wurden.  
Bezogen auf die generierten Daten scheint eine Projektion der anhand von in-vitro erzielten 
Ergebnisse auf Lebensmittel allgemein sehr ungenau zu sein. Demzufolge ist eine 
Risikobewertung für jede einzelne Produkt-Erreger-Kombination unerlässlich. Fraglich ist ebenso, 
ob gleiche Ergebnisse auch auf andere Virus-Isolate übertragbar sind.  
Sowohl die zugesetzte als auch die bakteriell gebildete Milchsäure (siehe 4.3) führten zu einer 
Virustiterreduktion beider Viren. Da jedoch vom ALTS geforderte Mindestkriterien (u. a. 
dominierende Reifeflora) einer kurzgereiften Rohwurst eingehalten werden müssen, ist die 
Nutzung von Starterkulturen kostengünstiger für die Herstellung dieser Produkte als der Zusatz 
von Milchsäure. Demnach lässt sich schlussfolgern, dass durch die gezielte Verwendung von 
Starterkulturen, welche eine Säuerung des Wurstbrätes unterhalb von pH-Wert 5,5 bewirken, vor 
allem frische Mettwürste im Zusammenhang mit H1N1 als sicher bewertet werden können. Im 
Hinblick auf die Noroviren kann jedoch selbst bei einem pH-Wert von 5,0 mit nur einen geringen 
Virusinaktivierung im Brät gerechnet werden. Die von der Fleischwarenindustrie genutzten 
Starterkulturen sollten sich neben einer adäquaten Säuerung auch positiv auf die sensorischen 
Produkteigenschaften auswirken.  
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4.3 Antivirale Wirkung von ausgewählten Starter- und Schutzkulturen auf MNV S 99 und 
H1N1 in kurzgereiften Rohwürsten  
Inwieweit Starter- und Schutzkulturen eine antivirale Wirkung gegenüber dem Influenzavirus H1N1 
und MNV S 99 in kurzgereifter Rohwurst besitzen, ist bislang unerforscht. In der hier vorliegenden 
Arbeit wurde dieser Aspekt erstmals untersucht. Rohwurstbrät wurde hierzu artifiziell mit Viren 
versetzt, um eine Kontamination durch den Menschen zu simulieren. Die praxisnahe 
Herangehensweise basierte auf den Studien von STRAUBE (2009), HEINZE (2010), STRAUBE et 
al. (2010) und STRAUBE et al. (2011). Diese untersuchten die Tenazität von FCV, ECHO-Viren 
und Geflügelinfluenzaviren bei 7 °C und 22 °C in Rohwürsten ohne Starterkulturen. In eigenen 
Versuchsreihen wurde hingegen mit verschiedenen Starterkulturen bei einer Reifetemperatur von 
22 °C gearbeitet. Bei dieser Temperatur können eine schnellere Vermehrung verwendeter 
Bakterienkulturen im Rohwurstbrät und damit einhergehende kürzere Reifungszeiten erzielt 
werden, was wiederum kostengünstiger für die fleischverarbeitende Industrie ist. In die 
Untersuchung wurden Einzelstammkulturen (Milchsäurebakterien) und Mehrstamm-Mischkulturen 
(Lb. curvatus in Kombination mit Staphyloccocus spp. oder Kocuria varians) einbezogen. Daraus 
sollte geschlussfolgert werden, inwieweit der Fermentationsprozess zur Risikominimierung im 
Zusammenhang mit genannten Viren beiträgt. Aufgrund der aufwändigen Methodik konnte jedoch 
nur eine geringe Auswahl an Einzelstamm- und Mehrstamm-Mischkulturen in dieser Arbeit getestet 
werden.  
Die generierten Daten zeigen, dass das Influenzavirus H1N1 auch nach der Verwendung von 
hohen Kontaminationsdosen nicht mehr im Wurstbrät mit Starterkulturen nachweisbar war. 
Demzufolge sind keine Aussagen zu dem antiviralen Potential verwendeter Starter- und 
Schutzkulturen für dieses Virus möglich. Warum H1N1 nicht im Wurstbrät mit Starterkulturen 
detektiert werden konnte, ist fraglich. Zum einen könnten infektiöse Viruspartikel von 
Brätbestandteilen umhüllt werden und somit deren Isolierung erschwert werden, zum anderen 
könnte bereits eine Inaktivierung der Influenzaviren durch den Kontakt mit dem Brät stattgefunden 
haben. Gegenstand weiterführender Untersuchungen sollten demnach die Etablierung einer 
besseren Nachweismethode für H1N1 beziehungsweise die Prüfung weiterer Influenzastämme 
sein. Genannte Thesen scheinen jedoch unsicher, da H1N1 in Versuchsreihen mit D,L-Milchsäure 
gesäuertem Brät bei pH-Werten zwischen 5,5 und 6,2 noch wiedergefunden wurde. Denkbar wäre 
allerdings, dass die in das Brät eingemischten Bakterien mit dem Virus interagierten. Letztere 
Vermutung basiert auf den Beobachtungen von BOTIĆ et al. (2007). Diese zeigten, dass bei 
gemeinsamer Inkubation von vesikulären Stomatitisviren mit Milchsäurebakterien (Lactobacillus 
spp. und Bifidobacterium spp.) und anschließender Titration auf Zellkultur, die Virusadsorption 
beziehungsweise Virusinternalisierung in die Zelle verhindertet wurde. Der Effekt wird auf eine 
Bindung der Viren an die Glycane der Bakterienoberfläche zurückgeführt.  
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Im Zusammenhang mit Geflügelinfluenzaviren konnten STRAUBE (2009) und STRAUBE et al. 
(2010) ebenso in kurzgereiften Rohwürsten eine relativ geringe Stabilität beobachten. Eine 
Virusinaktivierung fand innerhalb der ersten drei (H3N8) bis sieben (H5N6) Reifetage bei einer 
Temperatur von 22 °C statt. Da diese nicht mit Starterkulturen arbeiteten, könnte die langsamere 
Virusinaktivierung mit der Vermehrung fleischeigener Milchsäurebakterien und daraus 
resultierender Interaktionen mit dem Virus in Verbindung gebracht werden. Ebenso könnte die 
bakteriell gebildete Milchsäure zur Virusinaktivierung beigetragen haben, wie eigene 
Untersuchungsergebnisse bestätigen. Längere Lagerungszeiten sowie zunehmende Abtrocknung 
der Rohwürste sind ebenfalls für die Virusinaktivierung entscheidend. Dies beschrieben auch 
ALBERT et al. (2012) in ihrer Studie mit FCV. In einer FCV-kontaminierten Salami konnten sie 
nach 28 bzw. 56 Tagen bei 22 °C Lagerung eine Reduktion des Virustiters von 1,6 bzw. 
3,1 log-Stufen feststellen.  
Die erzielten Daten zeigen, dass MNV S 99 in Mettwurstbrät mit Starterkulturen nach einem Tag 
Reifung (22 °C) maximal um 1,65 log-Stufen reduziert wurde. In Teewurstbrät mit Einzel- 
beziehungsweise Mehrstamm-Mischkulturen lagen die Virustiterreduktionen nach sieben Tagen 
Fermentation bei maximal 1,10 log-Stufen. Bezogen auf die mitgeführte Kontrolle 
(viruskontaminiertes Wurstbrät ohne Starterkultur) konnte kein signifikanter Unterschied ermittelt 
werden. Demnach wurde keine Spezies-spezifische antivirale Wirkung verwendeter Starter- und 
Schutzkulturen in Mett- und Teewurstbrät für MNV S 99 nachgewiesen. Ähnliche 
Virustiterreduktionen in streichfähiger Rohwurst (22 °C) erreichten auch HEINZE (2010) und 
STRAUBE et al. (2011) mit dem humanen Norovirus-Surrogat FCV. Allerdings wurden diese 
Reduktionen erst nach 28 Tagen Lagerung ohne Zusatz von Starterkulturen im Brät erreicht. In 
den Versuchen von LEE et al. (2012) war während des Fermentationsprozesses in Dongchimi 
(fermentiertes koreanisches Gemüse) MNV-1 beispielsweise stabiler als FCV. Sie beobachteten 
nach 20 Tagen Lagerung bei 4 °C eine Titerreduktion von 1,45 log-Stufen für MNV-1 und 
4,12 log-Stufen für FCV.  
Entgegen der Behauptung von KANTOR und POTTER (1975) sowie BRANDSMA et al. (2012), 
dass die Virusstabilität nicht durch bakteriell gebildete Milchsäure beeinträchtigt wird, konnte in 
eigenen Untersuchungen festgestellt werden, dass mit abnehmendem pH-Wert des Wurstbrätes 
ebenso die Virustiter abnahmen. Da dies gleichfalls in D,L-Milchsäure gesäuertem Brät beobachtet 
wurde, kann daraus geschlussfolgert werden, dass die bakterielle Säurebildung während des 
Fermentationsprozesses entscheidend für die Virustiterreduktion von MNV S 99 im Rohwurstbrät 
ist. Ein viruzider Effekt bakteriell gebildeter Enzyme, welcher durch Verwendung von 
Staphylococcus spp. und Kocuria varians noch denkbar gewesen wäre, konnte in diesem 
Zusammenhang nicht festgestellt werden. Inwieweit die Ergebnisse auf andere MNV-Isolate 
übertragbar sind, ist nicht geklärt. Um eine präzisere Aussage zum antiviralen Potential 
verwendeter Starterkulturen zu treffen, müssten gleiche Untersuchungen mit zusätzlichen MNV-
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Isolaten durchgeführt werden, da laut JARKE et al. (2014) zwischen diesen 
Tenazitätsunterschiede im Wurstbrät bestehen. So konnten sie zeigen, dass MNV S 99 im 
Lyonerbrät bei 55 °C bereits nach 4,14 min, jedoch MNV CW 1 erst nach 30,06 min um 1 log-Stufe 
reduziert werden.  
Bei den Versuchsreihen der eigenen Arbeit wurde mit einer hohen viralen Kontaminationsdosis 
des Rohwurstbrätes gearbeitet. Ob gleiche Ergebnisse auch mit niedrigeren Ausgangstitern erzielt 
werden können, ist an dieser Stelle nicht zu klären. Geht man allerdings von einem „worst-case 
scenario“ aus, also einer hohen Kontaminationsdosis der Rohware bei gleichzeitig niedriger 
Infektionsdosis (10-100 Viruspartikel), so lässt sich aus den erzielten Daten ableiten, dass das 
antivirale Potential verwendeter Starter- und Schutzkulturen demnach für MNV S 99 in Mett- und 
Teewurst als gering eingeschätzt werden kann. Unter der Annahme, dass murine und humane 
Noroviren eine ähnliche Tenazität in Rohwürsten aufweisen, könnte eine Übertragung von 
humanen Noroviren durch kurzgereifte Rohwürste möglich sein. Demzufolge stellt der Verzehr von 
kurzgereiften Rohwürsten im Zusammenhang mit Noroviren ein Risiko dar.  
Die Anwendung von Starter- und Schutzkulturen sollte dennoch Goldstandard der 
fleischverarbeitender Betrieben bleiben, um bakterielle Pathogene zu unterbinden und eine 
gleichbleibende Qualität zu erhalten. Zur Herstellung schnell gereifter Rohwürste wie z. B. frische 
Mettwurst, müssten jedoch Kulturen genutzt werden, die das Brät in kürzester Zeit auf einen 
pH-Wert von 4,8 bis 5,0 absenken, um das Risiko einer Norovirusinfektion zu minimieren. Der 
Verzehr von kurzgereiften Rohwürsten mit adäquater Säuerung (pH < 5,5) stellt hingegen kein 
Risiko im Zusammenhang mit einer Influenzavirus H1N1-Infektion dar. Von der Industrie genutzte 
Starterkulturen sollten allerdings nicht nur angemessen säuern, sondern sich auch positiv auf die 
sensorischen Produkteigenschaften auswirken und den Verbrauchererwartungen entsprechen.  
Wenngleich durch die Rohwurstfermentation keine relevante Virustiterreduktion von MNV S 99 
festgestellt wurde, könnten vielleicht weitere Maßnahmen wie das Kalträuchern oder die 
Verwendung von Flüssigrauch zur Risikominimierung kurzgereifter Rohwürste beitragen. Antivirale 
Effekte sind zu dieser Thematik zwar noch nicht direkt belegt, die viruzide Wirkung von Phenolen 
wurde jedoch schon mehrfach beschrieben (COS et al. 2004; SALADINO et al. 2008). So zeigten 
beispielsweise polyphenolreiche Pflanzenextrakte eine inaktivierende Wirkung gegenüber 
verschiedenen Influenzaviren (IVANOVA et al. 2005; SOKMEN et al. 2005; DROEBNER et al. 
2007). Im Zusammenhang mit Fleischerzeugnissen besteht hierzu allerdings noch 
Forschungsbedarf. 
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4.4 Schlussfolgerungen 
Zusammenfassend lassen sich aus den durchgeführten Untersuchungen folgende 
Schlussfolgerungen ableiten: 
 Ein antivirales Potential der Bacteriocine Sakacin A und Nisin konnte aus den in-vitro-Studien 
nicht abgeleitet werden. Ihre Verwendung als Zusatzstoffe zur Virusinaktivierung in 
Lebensmitten, z. B. Rohwurst, erscheint daher nicht zielführend. 
 Nur ein zellfreier Überstand (Lb. curvatus 1) von 29 getesteten Bakterienkulturen reduzierte 
den Virustiter von MNV S 99 in-vitro signifikant (1,25 log-Stufen). Dieser Effekt war jedoch in 
Rohwürsten (frische Mettwurst, Teewurst) nicht zu beobachten. Daher muss die Nutzung des 
Lb. curvatus 1-Stammes nicht anderen rohwurstrelevanten Starterkulturen vorgezogen 
werden. 
 Die Virustenazität von H1N1 und MNV S 99 kann durch D,L-Milchsäure unter 
rohwurstrelevanten Bedingungen (pH 5,0 bis 6,2) sowohl in-vitro als auch im frischen 
Mettwurstbrät beeinflusst werden. In-vitro erzielte Titerreduktionen lagen nach 3 Tagen 
(24 °C) Exposition bei 2,5 (H1N1) bzw. 3,25 log-Stufen (MNV S 99). Im Gegensatz dazu war 
MNV S 99 im Vergleich zu H1N1 im Mettwurstbrät stabiler. H1N1 konnte unterhalb von pH 5,5 
bereits direkt nach dem Einmischen der Influenzaviren in das Wurstbrät nicht mehr 
nachgewiesen werden. MNV S 99 wurde hingegen erst nach einem Tag Lagerung (22 °C) um 
maximal 0,7 log-Stufen reduziert (pH 5,2). Die Verwendung von Milchsäure als Zusatzstoff 
eignet sich demzufolge nur zum Ausschluss einer viralen Exposition im Zusammenhang mit 
H1N1. Frische Mettwurst muss allerdings hierzu adäquat gesäuert (pH < 5,5) sein.  
 In Versuchen mit experimentell viruskontaminierten Rohwürsten (frische Mettwurst, Teewurst) 
konnte keine spezies- bzw. stammspezifische antivirale Wirkung verwendeter Starter- und 
Schutzkulturen auf MNV S 99 festgestellt werden. Jedoch zeigte sich mit abnehmendem 
pH-Wert (von 5,7 auf 4,9) eine zunehmende Reduktion des Virustiters, welche schlussfolgern 
lässt, dass die Säureleistung einzelner Kulturen für eine Virusinaktivierung entscheidend ist. 
Die von der Fleischwarenindustrie genutzten Starterkulturen sollten sich zudem positiv auf die 
sensorischen Produkteigenschaften auswirken.  
 Das antivirale Potential der in den Versuchen verwendeten Starter- und Schutzkulturen in 
Rohwürsten ist generell im Zusammenhang mit MNV S 99 als gering einzuschätzen. Unter der 
Annahme, dass murine und humane Noroviren eine ähnliche Tenazität in kurzgereiften 
Rohwürsten aufweisen, sollten diese Produkte im Zusammenhang mit Noroviren als 
Risikoprodukte eingestuft werden. 
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Viren haben als Ursache lebensmittelassoziierter Infektionen eine große Bedeutung. Sie können 
vor allem über rohe oder unzureichend erhitzte Lebensmittel übertragen werden. In diesem 
Zusammenhang werden grüner Salat, Erdbeeren, Himbeeren, Frühlingszwiebeln, Muscheln, 
halbgetrocknete Tomaten, fäkal verunreinigtes Trinkwasser, Backwaren und Rohwürste als 
häufige Infektionsquellen genannt. Vor allem kurzgereifte Rohwürste gehören aus 
mikrobiologischer Sicht zu Risikoprodukten. Um eine gleichbleibende Qualität der Produkte zu 
gewährleisten, ist die Verwendung von Starterkulturen unerlässlich. Als sogenannte 
Schutzkulturen sollen sie gleichzeitig die Vermehrung unerwünschter bakterieller Pathogene 
unterbinden. Bisher ist allerdings nicht bekannt, inwieweit diese zur Virusinaktivierung in 
kurzgereiften Rohwürsten führen bzw. beitragen. Aus diesem Grund war es das Ziel dieser Arbeit, 
den Einfluss von rohwurstrelevanten Starter- und Schutzkulturen sowie deren Metabolite 
(Bacteriocine, Milchsäure) auf die Tenazität und Inaktivierungskinetik von Viren zu prüfen. Die 
Untersuchungen erfolgten mit dem murinen Norovirus (MNV) S 99 sowie dem humanen 
Influenzavirus H1N1 (A/WSN/33). Antivirale Effekte wurden zum einen anhand von in-vitro-
Studien, zum anderen anhand von experimentell mit Viren kontaminierten kurzgereiften 
Rohwürsten (Mettwurst/Teewurst) geprüft. 
Die Bacteriocine Sakacin A und Nisin zeigten in phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) keine 
viruzide Wirkung gegenüber MNV S 99 und H1N1 (pH 6,2; 24 °C; Exposition: 3 Tage).  
Weiterhin wurden anhand von in-vitro-Untersuchungen 29 verschiedene zellfreie Kulturüberstände 
[Milchsäurebakterien, Staphylococcus spp. (S.), Kocuria (K.) varians] hinsichtlich ihrer antiviralen 
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Wirkung geprüft. Dabei konnte eine signifikante Titerreduktion von MNV S 99 bei Exposition mit 
dem Kulturüberstand eines Lactobacillus (Lb.) curvatus-Isolates festgestellt werden (p < 0,05). In 
mit dieser Kultur fermentiertem Tee- und Mettwurstbrät zeigte sich jedoch kein Effekt. 
Die Virustenazität von H1N1 und MNV S 99 konnte mit D,L-Milchsäure unter rohwurstrelevanten 
Bedingungen (pH 5,0 bis 6,2) sowohl in-vitro als auch im frischen Mettwurstbrät beeinflusst 
werden. In-vitro erzielte Titerreduktionen lagen bei 2,5 (H1N1) bzw. 3,25 log-Stufen (MNV S 99) 
nach drei Tagen (24 °C) Lagerung. Im Gegensatz dazu war MNV S 99 im Vergleich zu H1N1 im 
Mettwurstbrät stabiler. H1N1 konnte unterhalb von pH 5,5 bereits direkt nach dem Einmischen der 
Influenzaviren in das Wurstbrät nicht mehr nachgewiesen werden. MNV S 99 wurde hingegen erst 
nach einem Tag Lagerung (22 °C) maximal um 0,7 log-Stufen reduziert (pH 5,2). 
Die verwendeten Starter- und Schutzkulturen (Lb. sakei, Lb. curvatus, Lb. paracasei, 
Lb. plantarum, S. carnosus, S. xylosus, K. varians) zeigten im Mett- und Teewurstbrät im Vergleich 
zur Kontrolle (ohne Starterkultur) keinen zusätzlichen viruziden Effekt auf MNV S 99. Zunehmende 
Virustiterreduktionen konnten mit pH-Wert-Erniedrigung beobachtet werden. Nach der Reifung 
(1 Tag, 22 °C, pH 4,9) von Mettwurst mit Starterkulturen wurde das Virus um maximal 
1,65 log-Stufen reduziert. In mit Einzel- beziehungsweise Mehrstamm-Mischkulturen fermentierter 
Teewurst (7 Tage, 22 °C, pH 4,9) betrug die Titerreduktion maximal 1,10 log-Stufen. Das 
Influenzavirus H1N1 konnte im Rohwurstbrät mit Starterkulturen auch nach Verwendung hoher 
Ausgangstiter bereits zu Beginn der Untersuchungen nicht mehr nachgewiesen werden. 
Aus den erzielten Daten kann geschlussfolgert werden, dass die Bacteriocine Sakacin A und Nisin 
nicht als antivirale Zusatzstoffe in Lebensmitteln (z. B. Rohwürste) geeignet sind. Das antivirale 
Potential von zellfreien Kulturüberständen war Bakterienstamm-spezifisch und nur in-vitro 
ersichtlich. Daher muss die Nutzung des Lb. curvatus 1-Stammes nicht anderen 
rohwurstrelevanten Starterkulturen vorgezogen werden. Die Verwendung von Milchsäure als 
Zusatzstoff im Rohwurstbrät eignet sich nur zum Ausschluss einer viralen Exposition im 
Zusammenhang mit H1N1. Frische Mettwurst muss allerdings hierzu adäquat gesäuert (pH < 5,5) 
werden. Neben dem antiviralen Effekt durch gebildete Säure, konnte keine weitere 
spezies-spezifische antivirale Wirkung verwendeter Starter- und Schutzkulturen auf MNV S 99 
festgestellt werden. Die Säureleistung einzelner Kulturen ist demzufolge für eine Virusinaktivierung 
entscheidend. Das antivirale Potential verwendeter Starter- und Schutzkulturen in Rohwürsten ist 
im Zusammenhang mit MNV S 99 als gering einzuschätzen. Unter der Annahme, dass murine und 
humane Noroviren eine ähnliche Tenazität in kurzgereiften Rohwürsten aufweisen, sollten diese 
Produkte im Zusammenhang mit Noroviren als Risikoprodukte eingestuft werden. 
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Viruses have a great importance as a cause of food-associated infections. They can be transmitted 
mainly through raw or inadequately heated food. In this context lettuce, strawberries, raspberries, 
green onions, bivalves, semi-dried tomatoes, fecal contaminated drinking water, bakery-products 
and raw sausages are mentioned as common cause of infection. Especially short-fermented raw 
sausages are risk products from the microbiological point of view. To ensure consistent quality 
properties of the products, the use of starter cultures is essential. Simultaneously they should 
prevent the propagation of undesired bacterial pathogens and act as so-called ’protective cultures’. 
So far, it is not known to what extent starter and protective cultures or their metabolites inactivate 
viruses in short-fermented raw sausages. For this reason, the aim of this study was to examine 
their influence on the survival and inactivation of viruses. Investigations were carried out with the 
murine norovirus (MNV) S 99 and the human influenza virus H1N1 (A/WSN/33). Antiviral effects 
were analyzed based on in vitro studies as well as in experimentally virus-contaminated short-
fermented raw sausages ('Mettwurst'/'Teewurst'). 
The bacteriocins sakacin A and nisin did not show a virucidal effect against MNV S 99 and H1N1 in 
phosphate-buffered saline (PBS) (pH 6.2; 24 °C; exposure: 3 days). 
Furthermore, 29 different cell-free culture supernatants [lactic acid bacteria, Staphylococcus spp. 
(S.), Kocuria (K.) varians] were tested in vitro for their antiviral effect. In this case, a significant titre 
reduction of MNV S 99 was detected upon exposure to the culture supernatant of a Lactobacillus 
(Lb.) curvatus isolate (p < 0.05). However, no effect could be observed when this culture fermented 
'Mettwurst' and 'Teewurst'. 
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The survival of H1N1 and MNV S 99 could be influenced by D,L-lactic acid in vitro as well as in 
studies with experimentally contaminated raw sausage under raw sausage-relevant conditions 
(pH 5.0 to 6.2). In vitro obtained titre reductions were 2.5 (H1N1) and 3.25 log-steps (MNV S 99) 
after three days of incubation (24 °C). In contrast, MNV S 99 was more stable than H1N1 in 
'Mettwurst'. H1N1 was not detectable below pH 5.5. H1N1 was not longer detected directly after 
contamination of the sausage meat. However, MNV S 99 was only reduced by a maximum of 0.7 
log-units (pH 5.2) after one day. 
Compared to the control (without cultures) the used starter and protective cultures (Lb. sakei, Lb. 
curvatus, Lb. paracasei, Lb. plantarum, S. carnosus, S. xylosus, K. varians) showed no additional 
virucidal effect on MNV S 99 in 'Mettwurst' and 'Teewurst'. Increasing virus titre reductions could 
be detected with decrease of pH value. After fermentation (1 day, 22 °C, pH 4.9) with starter 
cultures, the virus was reduced by a maximum of 1.65 log-steps in ‘Mettwurst’. In 'Teewurst' 
fermented with single- or multi-strain-mixed cultures (7 days, 22 °C, pH 4.9), the virus titre was 
reduced at a maximum of 1.10 log-steps. The H1N1 influenza virus could not be detected in raw 
sausage with starter cultures even after using high virus titres at the beginning of the investigation. 
From the generated data it can be concluded, that the bacteriocins sakacin A and nisin are no 
suitable antiviral additives in food (e.g. raw sausages). The antiviral potential of cell-free 
supernatants was bacteria strain-specific and only obtained in vitro. Therefore, the Lb. curvatus 1 
strain should not be preferred instead of other raw sausage relevant starter cultures. The use of 
lactic acid as an additive in raw sausage is only to exclude a viral exposure regarding to H1N1. For 
this purpose short fermented ‘Mettwurst’ has to be acidified adequately (pH < 5.5). In addition to 
the antiviral effect of pre-formed acid, no additional species-specific antiviral effect of the used 
starter and protective cultures on MNV S 99 could be detected. The acid production of individual 
cultures is therefore crucial for a virus inactivation. The antiviral potential of the used starter and 
protective cultures in raw sausages is estimated as low in the context of MNV S 99. Assuming that 
murine and human noroviruses have a similar stability in raw sausages, these products should be 
related to norovirus classified as risk products. 
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